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Einleitung

2. Einleitung

2.1. Das maligne Melanom

Das maligne Melanom, auch als schwarzer Hautkrelzgibhnet, macht lediglich ca. 10 %
aller diagnostizierten Hauttumore aus (79), jedsiid 79 % aller Hauttumor-assoziierten
Todesfélle auf das maligne Melanom zuriickzufuhd&9). Die Inzidenzrate des Melanoms
hat sich in den letzten 20 Jahren verdoppelt (919tz vieler neuer Methoden fir die
Friherkennung und der Préavention sterben noch intaeR0 % aller Melanompatienten an
dieser malignen Erkrankung (129). Der gefahrlichisspekt des malignen Melanoms ist die
Fahigkeit der Tumorzellen im fortgeschrittenen &tadder Erkrankung zu metastasieren
(128).

Der Ursprung dieser Erkrankung liegt in der maligii@eansformation von pigmentbildenden
Zellen (Melanozyten) in der Haut. Die biologischenktion von gesunden Melanozyten ist
die Produktion des Pigmentes Melanin, welches @i#e@ der Haut vor ultravioletter (UV)
Strahlung schitzt. Hierbei wird durch die UV-Stiaig zunachst das Enzyms Tyrosinase
(TYR) aktiviert, welches die Aminosaure Tyrosin curHydroxylierung zu Dopachinon
umwandelt und das anschlie3end eigenstandig zu dbopa oxidiert. In zwei weiteren
Schritten wird aus dieser Verbindung durch die EmeyT YRP1 Tyrosinase-related protein
1) und DCT (Dopachrom-Tautomerase) Melanin synsiesti

UV Strahlung besitzt das Potential genetische \gaumgen in den Zellen der Haut
hervorzurufen, was zur malignen Entartung diesenreii kann. So konnten bereits
verschiedene Treiber-Mutationen im malignen Melanmantifiziert werden. Es wurde

gezeigt, dass in ca. 50 % aller kutanen Melanonmetgehe Aberrationen des BRAF Gens
vorhanden sind (79) (Tabelle 1). Bei ca. 80 % di&RAF Mutationen handelt es sich um
einen Aminosdureaustausch, bei dem das Valin aitidtp$00 im aktiven Zentrum der

Kinase gegen eine Glutaminsaure (BREES ersetzt wurde. Weitere wichtige BRAF
Mutationen sind V600K (12 %), V600R (5 %) und V60@M%) (84). Des Weiteren kdnnen
in 20 % aller maligner Melanome Mutationen im NR&$8n detektiert werden (79) (Tabelle
1), wobei es sich vor allem um AminosaureaustaschBosition 12, 13 und 61 handelt (14).
Die haufigsten NRAS Mutationen sind Q61R (35 %) uRA1K (34 %J. Neben diesen

! Ubernommen von www.mycancergenome.org, am 05.08.20



Einleitung

induzierten Mutationen gibt es noch weitere Ursacfir die Entstehung des malignen
Melanoms, zu moglichen Préadisposition zahlen dakerierbte Mutationen im TERT-
Promoter (62) oder eine hohe Anzahl an Mutterméitegianozytarer Navi), ein supprimiertes

Immunsystem sowie verschiedene Viruserkrankungéh (3

Tabelle 1: Haufig auftretende, genetische Veranderugen im malignen Melanom
Ubernommen und modifiziert von Gray-Schopfer e{54l)

Genart Gen Haufigkeit / Formen
Onkogen BRAF 50-70 % mutiert (27)
NRAS 15-30 % mutiert (27;154)
AKT3 Uberexpression (143)
Tumorsuppressor] CDKN2A 30-70 % deletiert, mutiekeostillgelegt (133)
PTEN 5-20 % deletiert oder mutiert (134;154)
APAF-1 40 % stillgelegt (141)
p53 10 % deletiert oder mutiert (147)
Andere Cyclin D1 6-44 % amplifiziert (127)
MITF 10-16 % amplifiziert (46)
CEACAML1 [ 70-90 % neo-exprimiert (91;113)

2.1.1. Klinische Stadieneinteilung

Fur eine effiziente Uberlebensprognose und Thesapitfizierung ist eine klinische
Stadieneinteilung des malignen Melanoms unerldsslie hierzu international anerkannten
Kriterien werden vomAmerican Joint Commission on Cand&JCC) herausgegeben und
basieren auf dem TNM-System (3). Im Falle des maligMelanoms steht dg$“ fur die
Tumordicke des Primartumors, welche in vier Kategomunterschieden wird (T1 bis T4).
Ebenfalls wird bei dieser Kategorie berlcksichtig,der Tumor ulzeriert ist oder nicht, was
mit einem ,a“ (ulzeriert) bzw. einem ,b* (nicht @rert) gekennzeichnet wird (Tabelle 2).
Bei Melanomen mit einer Tumordickel mm wird noch ein weiterer essentieller Faktor
bertcksichtigt, der mitotische Index (118). Derdpaeter,N“ bertcksichtigt die Anzahl der
befallen regionaren Lymphknoten. Hierbei gibt es dhbstufung von NO (keine
Lymphknotenmetastasen) bis N3 4 Lymphknotenmetastasen). Hierbei geschieht zudem
eine Unterscheidung zwischen Mikro- und Makromeisest, welche durch ein kleines ,a“
bzw. ,b* gekennzeichnet werden (Tabelle 2). DMt -Faktor beschreibt das Vorhandensein
von Fernmetastasen, wobei hier nach der Lokalisatigerschieden wird (Tabelle 2). Zudem

10
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flieRt in diese Kategorie die Serumkonzentration ldektatdehydrogenase (LDH) mit ein, da

eine erhoht LDH-Konzentration mit einer schlechtePgognose korreliert (3).

Basierend auf diesen Kriterien werden Melanomptdienn vier grof3e klinische Stadien
unterteilt (Tabelle 2). Bei Patienten des Stadidmsd Il sind keine Lymphknoten- oder
Organmetastasen vorhanden (Tabelle 2), weshalle ddesienten durch die Exzision des
Primartumors sehr gut behandelt und ca. 80 % dieéatenten sogar geheilt werden kénnen
(51). Patienten bei denen Lymphknotenmetastasee @rganmetastasen vorhanden sind,
werden in Stadium Ill eingeteilt (Tabelle 2). Paten des Studium IV weisen sowohl
Lymphknoten- als auch Organmetastasen auf und leipdehandelt ca. 6 Monate (51).
Aufgrund der sehr geringen Uberlebenschancen veier®an im Stadium Il und IV ist eine
frihzeitige Erkennung durch bessere Biomarker uedenTherapiestrategien dringend
notwendig.
Tabelle 2: Klassifizierung von Melanompatienten

entsprechend den AJCC Richtlinien
Ubernommen und modifiziert nach Piris et al., 2Q118)

Klinische Stadieneinteilung

T N M
0 Tis NO MO
IA Tla NO MO
IB T1lb NO MO

T2a NO MO
A T2b NO MO

T3a NO MO
B T3b NO MO

T4a NO MO
Ic T4b NO MO
Il Alle T N>NO MO
[\ Ale T Alle N M1
Tis, in situ Tumore; T, Primartumor, N,
Lymphknotenmetastasen, M, Organmetastasen

11
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2.1.2. Therapiemdglichkeiten

In vielen Fallen wird bei der Diagnose des metastis Melanoms (Stadium 111 und V)
noch heute in erster Linie das Chemotherapeutikuanaibazin (DTIC) angewendet (41).
DTIC weist jedoch in der Monotherapie eine sehinggr Ansprechrate von 7-12 % auf (20).
Dies zeigt, dass es von grol3er Bedeutung ist nelgeachtete Therapien zu entwickeln. Ein
besseres Verstandnis der biologischen Vorgange endhder Melanomentstehung und —
progression sind hierfur jedoch Voraussetzung. Zw®ignalwege sind fur die
Melanomentstehung und —progression von grof3er BedguHierbei handelt es sich um den
Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg (159) und den Phosphaiith8-Kinase Signalweg (28).

Der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg wird in Melanozytearch Wachstumsfaktoren wie z.B.
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) und HepatozWathstumsfaktor (HGF) aktiviert
und reguliert das Uberleben und die Proliferaticeser Zellen (27). Dieser Signalweg ist in
90 % aller Melanome verstarkt aktiv (51). Dies wingist durch aktivierende Mutationen im
BRAF oder NRAS Gen erreicht (Tabelle 1). Daherlistieser Signalweg ein potentes Ziel
fiir zielgerichtete Therapien dar. Im Jahre 2011ltstelie Entwicklung des BRAfE
Inhibitors Vemurafenib einen grofRen Durchbruch ier dMelanomtherapie dar. Dieser
Inhibitor verlangerte nicht nur das progressionisfrdJberleben sondern auch das
Gesamtlberleben von Melanompatienten (20). EinlBmolbei der Behandlung des malignen
Melanoms ist die Fahigkeit Resistenzen zu entwick&b auch gegen Vemurafinib (157). Um
dies zu umgehen, gibt es verschiedenste Anséata ddombinationstherapien die Bildung
von Rezidiven zu verhindern. Es werden hierbei aveitinhibitoren eingesetzt, welche die
Resistenz-Signalwege blockieren, so z.B. MEK-Inbit@n (40). Jedoch sind genaue
Erkenntnisse Uber die Resistenzmechanismen dernblalzellen essentiell, um neue bzw.

verbesserte Behandlungsstrategien zu entwickeln.

Im Jahre 2011 wurde die Behandlung des metastsi®dtlanoms mit dem monoklonalen
Antikdrper (mAKk) Ipilimumab (41) durch die Europélee Kommission zugelassen. Es konnte
gezeigt werden, dass die Behandlung mit diesem hisiesten Antikdrper zu einem

gesteigerten Gesamtuberleben von Melanompatiemterfortgeschrittenen Stadium fihrt
(58). Dieser mAk ist spezifisch gegen den inhibgch-wirkenden CTLA-4

Lymphozytenrezeptor gerichtet. Die Blockade die&exzeptors fuhrt zu einer erhohten
Immunaktivitat von T-Zellen und somit folglich zwerbesserten Erkennung und Zytolyse

von Melanomzellen (41).

12
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Diese Beispiele zeigen deutlich wie sich die kisds¢ Medizin hin zur zielgerichteten,
personalisierten Medizin veradndert. Jedoch um waitediese Richtung fortschreiten zu
konnen, ist es essentiell neue Biomarker zu idermren, welche die Therapiestratifizierung
verbessern und es ermdglichen neue Therapienmkgiieh zielgerichtet einsetzen zu

kdnnen.

2.1.3. Bedeutung von Zelladhasionsmolekuilen fir die Entsteung und Progression des

malignen Melanoms

Die Metastasierung von Krebszellen ist ein kompliar Prozess bei dem maligne Zellen sich
von der primaren Tumormasse separieren, durch>drazellulare Matrix bewegen, in das
vaskulare System eindringen und dort Gberlebemaeasieren und in einer neuen Umgebung
Metastasen bilden (38). Dieser Prozess setzt eané&nderte Adhasion der Zellen voraus,
weshalb die Dysregulation von Adhasionsmolekileneri wichtigen Aspekt fur die
Entstehung und Progression des malignen Melanomsieti Zelladhédsionsmolekile sind
vornehmlich auf der Zelloberflache exprimiert unidden an gleiche (homophil) oder andere
(heterophil) Adhasionsmolektle auf benachbartenedelDiese Molekiile vermitteln so die
Adhasion zwischen Zellen vom gleichen Typ (homatgpe Adhasion) bzw. zwischen Zellen
aus unterschiedlichen Geweben (heterotypische Aaiag67). Zelladhasionsmolekile
kénnen in drei Grof3familien eingeteilt werden; griee, Cadherine und Immunglobulin

Superfamilie.

Bei den Integrinen handelt es sich um heterodinmrerflachenrezeptoren welche durch die
nichtkovalente Bindung der alpha- und beta-Kett@e ekationenabhéngige Adhasion
vermitteln (67). Es sind bis zu 25 spezifische dntee bekannt, welche durch die
Kombination von 18 verschiedenen alpha- bzw. 8-Betiten generiert werden (77) und sich
in ihrer Substratspezifitdt unterscheiden (67).kBonte gezeigt werden, dass im malignen
Melanom die Expression des Lamininrezeptdsl (104) und des Vitronectinrezeptons 3
(26) mit der Prognose und dem klinischen Verlauf Melanompatienten korrelieren (67).

Maligne Melanozyten erlangen wahrend der Tumormsgon die Fahigkeit sich von der
primaren Tumormasse zu lésen und der Regulatiochdlie Keratinozyten zu entziehen, was
durch die Dysregulation von E-Cadherinen erreichitdw(67;78). Cadherine vermitteln
hauptsachlich eine homophile, Kalzium-abhangige &sitn. Im Verlaufe der
Melanomprogression kommt es zu einem“ Umschaltegr* @adherine cqadherin switch
hierbei geht die Expression von E-Cadherin verlased N-Cadherin wird als Aquivalent

13
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exprimiert (78). Die durch N-Cadherin vermitteltAdhé&sionen sind weniger affin als jene,
die durch E-Cadherine vermittelt werden. Zusamnssgfiad lasst sich sagen, dass E-
Cadherin fur die Regulation der Invasion und Mignatvon Melanomzellen verantwortlich

ist, wohingegen die Expression von N-Cadherin netr dProgression fortgeschrittener

Melanome korreliert (78).

Die dritte grol3e Gruppe der Zelladhasionsmolekilgebdie Immunglobuline Superfamilie
(Ilg-CAM, Immunglobulin  cell adhesion molecyles Ig-CAMs besitzen einen
charakteristischen Grundaufbau, so kennzeichnetkeisie oder mehrere extrazellulare Ig-
ahnliche Doménen, an welche sich entweder eine sitambrandoméne oder ein
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker anschliel§i8). Diese Molekile vermitteln
Kation-unabhéngige Adhéasionen (67) durch homopbder heterophile Interaktionen (18).
Hierbei konnen sie mit sich selbst, anderen Molkekllder Ig-Superfamilie oder
verschiedenen Proteinen der Zellmembran, wie z.BzeBtoren fir Wachstumsfaktoren,
Integrinen oder Cadherinen (18) in Wechselwirkungteh. Im Melanom wurden
verschiedenen Ig-CAMs wichtige Rollen in der Tunrogyession zugeordnet, so auch dem
sogenanntermelanoma cell adhesion molecyl®ICAM). MCAM zeigt eine sehr geringe
Expression in benignen Navi, jedoch kann dieseSA# in 80 % aller Melanommetastasen
detektiert werden (67). Die Expression von MCAM retiert zudem mit dem
Metastasierungspotential von Melanomzellen (162)n Bveiteres, im Melanom gut
untersuchtes Ig-CAM ist ICAM-1lirftercellular adhesion molecule auch als CD54 bekannt.
Die ICAM-1 Expression nimmt, &hnlich wie die Expses von MCAM, mit der Progression
des malignen Melanoms zu (67). Ein weiteres ZeHadinsmolekll, welches zur 1gG
Superfamilie gehort, ist das Carcinoembryonale dertiverwandte Zelladhasionsmolekil 1
(CEACAM1), dessen klinische und biologische Relevan malignen Melanom im Rahmen
der vorliegenden Doktorarbeit untersucht wurde.

14
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2.2. Das Carcinoembryonale Antigen verwandte Zelladh&simmsmolekil 1

2.2.1. Die CEACAM Genfamilie

Vor 50 Jahren wurde von Dr. Phil Gold und Dr. Samieeeedman durch verschiedene
immunologische Verfahren erstmals ein Tumorantiges Kolonkarzinoms beschrieben,
welche auch im fotalem Darm exprimiert wird, nieliter im adultem Dickdarm (Kolon). Da
dieses Molekil sowohl in embryonalen als auch imzkadsen Kolongewebe detektiert
werden konnte, wurde es ajsarcinoembryonic antigen(CEA) bezeichnet (48;49). In
weiteren Analysen wurde von Thomson et al. gezeigss ebenfalls die Konzentration an
|6slichen CEA im Kolonkarzinom drastisch erhoht(is53) und heute noch ist CEA einer der
am haufigsten verwendeten Tumormarker weltweit.(Bi¢ weitere Charakterisierung der
CEA und CEA-verwandten Proteine mittels spezifiscm@noklonaler Antikérper und das
Aufkommen neuer Tumor-spezifischer cDNA-Bibliothak&ihrte zur Entdeckung weiterer
CEA-verwandter Molekule, wie z.B. das NCAohspecific cross-reacting antigeand das
Biliare Glykoprotein, spater als CEACAM6 bzw. CEA®A bezeichnet (6).

Abbildung 1: Schematische Darstellung der im Mensatn exprimierten Mitglieder der CEACAM-Familie

Alle CEACAM Molekile weisen eine Membran-distale tétminale Immunglobulin (1g) variabel-dhnliche Dameé(blau)
auf. Jedoch unterscheiden die einzelnen CEACAMs isiater Anzahl der Ig konstant-dhnlichen Doménezeichnet als
A- (orange) bzw. B- (weiss) Doméane. CEACAMS5, CEACAMEEACAM7 und CEACAMS sind Uber einen GPI-Anker mit
der Membran verbunden, wéhrend die anderen sech€8HKA eine Transmembrandoméane besitzen. CEACAM16ist
sekretierte Form. Die zytoplasmatische Doméane voA@&M1 ist gekennzeichnet durch zwei ITIM-Motive {eoKreise),
wahrend CEACAM3, CEACAM4, CEACAM19 und CEACAM20 sogenanITAM Motive (blaue Kreise) besitzen. Alle
CEACAMSs sind an der extrazelluldren Seite stark géghiert, (dargestellt durch schwarze Punkte). Biildung wurde
von Beauchemin et al., 2013 tibernommen (6).
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Die Identifizierung weiterer CEA-verwandter Molekiflihrte zu einer zunehmend komplexer
werdenden Nomenklatur, daher wurde 1999 die Nonad¢unktieser Molekule vereinheitlicht.
Seither werden alle diese Molekile als CEACAMar¢inoembryonic_antigen-related cell
adhesion _moleculgsbezeichnet (7). Bis heute wurden 12 unterschibdli CEACAMs
beschrieben (6) (Abbildung 1).

Es handelt sich, soweit bekannt, bei allen CEACANM® Zelladh&sionsmolekile der
Immunglobulin (lg)-Superfamilie, welche eine gensgsime Grundstruktur aufweisen. Alle
Mitglieder dieser Genfamilie besitzen, mit Ausnahwom CEACAM16, eine N-terminale Ig

variabel-dhnliche Domane und eine variable Anzahllg konstant-dhnlichen Domanen,
welche als A- oder B-Domane bezeichnet werden (Bbhg 1) (6). Diese extrazellularen
Domanen sind essentiell fur die Funktion als hetleile bzw. homophile, interzellulare
Adhasionsmolekiile (111) und Pathogenrezeptoren E@e weitere Gemeinsamkeit aller
CEACAMs (ausgenommen CEACAML16) ist die membransgmdlokalisation (42), welche

entweder durch einen GlykosylphosphatidylinositolGP()- Anker oder einer

Transmembrandoméane gewahrleistet wird. Des Weitenaisen alle Mitglieder der

CEACAM-Familie eine starke Glykosylierung der exeHluldren Domanen auf (6), wobei
die Art der Kohlenhydratgruppen hierbei stark ypkipezifisch sind (10;155).

2.2.2. Die Diversitat der CEACAM1 Molekile

CEACAM1 weist die hochste Gewebsverteilung aller ACRAM-Familienmitglieder auf,
hierbei ist es nicht nur in verschiedenen Epitimeli€4;65) und Endothelien (72), sondern
auch auf unterschiedlichen Leukozyten exprimie@};3®). Derzeitig sind 12 verschiedene
Isoformen dieses Zelladhasionsmolekiils beschri¢be(Abbildung 2), wobei lediglich vier
dieser Spleil3varianten experimentell im Menschehn@RNA-Ebene nachgewiesen werden
konnten (5;8). So konnte im humanen System die égiwn von CEACAM1-4L,
CEACAM1-4S, CEACAM1-3L und CEACAM1-3S experimentedetektiert werden (3).
Diese CEACAML1 Varianten unterscheiden sich zumreineder Anzahl der extrazellularen,
lg-konstant-ahnlichen Doméanen und zum anderen inLdmge ihrer zytoplasmatischen
Doméanen (Abbildung 2). Hierbei wird zwischen eitemngen (73 Aminosauren) und kurzen
(10 Aminosauren) zytoplasmatischen Doméne untezdei. Diese Isoformen kommen durch
alternatives SpleiRen des Exons 5 (A2 Domane) uaytéplasmatische Domane) zustande.
Fur die Prozessierung des Exons 7 der CEACAM1 &/ wurde bereits gezeigt, dass
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Stress-induzierte hnRNP Proteingeferogeneous nuclear ribonucleopro)eleteiligt sind
(29). Bisher ist jedoch nichts tber die SpleiBmeadrmen des Exons 5 bekannt.

Abbildung 2: Schematische Darstellung aller humanelCEACAML1 Isoformen

Schematische Darstellung der einzelnen Domaneiisivalent zu Abbildung 1. Durch differentiellesl@fen werden 12
CEACAM1 Isoformen erzeugt, welche sich in der Anzater extrazellularen Domanen so wie der Langeerihr
zytoplasmatischen Doméane unterscheiden. Entsprddamnstandardisierten Nomenklatur von 1999 (7)ddie Anzahl der
extrazellularen Doménen nach ,CEACAM1“ genannt, danschlie@Rende Buchstabe definiert die Lange der
zytoplasmatsichen Doméne (Lang, lang); kurz, S éhor)). Spezielle Doméanen wie Alu-Sequenzen (schwavieseck)
werden als A, bzw. ein einzigartiger C-Terminus @lzusétzlich mit im Namen aufgefuhrt. Abbildungetitommen von
Beauchemin et al. (6).

Die beiden intrazellularen Doméanen von CEACAML1 sindden ersten funf Aminosauren
identisch, jedoch unterschieden sie sich ab der ld&alisierten Splei3stelle, welche das
SpleiRen der zytoplasmatischen Domane reguliejt (8@&ler Morphogenese von Brustdriisen
konnte CEACAM1-4S als wichtiger Faktor fur die Lunibddung identifiziert werden (71). In
dieser Studie wurde gezeigt, dass ausschliel3lietkutize Variante von CEACAM1-4, nicht
aber CEACAM1-4L, Apoptose auslésen kann. Dies wudtmdt, dass unterschiedliche
Signale von diesen Isoformen in das Zellinnere avgéleitet werden. Ausschliellich die L-
Varianten besitzen zwei sogenannte ITIMsriunoreceptor tyrosine-based inhibitory mptif
welche die Ubertragung von inhibitorischen Signailes Zellinnere vermitteln (29). Diese
Motive konnen durch Src-Kinasen phosphoryliert (@p8rc) werden was zu einer
Rekrutierung weiterer Effektormolekile fuhrt (1RuflRerdem stellt eine Veranderung im
SpleiRen von CEACAM1 und somit ein verandertes CBMI-L zu CEACAMI1-S
Verhaltnis, ein haufiges Ereignis in Brustkrebsaeltar. Hierbei wurde postuliert, dass ein
optimales Verhaltnis von CEACAM1S- zu -L fur die iBbshomoostase von wichtiger
Bedeutung ist (47). Die biologischen Mechanismed Regulatoren des Exon 5 Splei3ens

sind bisher genauso unbekannt, wie die biologiscbhed klinischen Bedeutungen der
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unterschiedlichen extrazellularen Domanen. Bisleiahnt ist jedoch, das CEACAML1 uber
die extrazellularen Ig-ahnlichen Domanen homopimit anderen CEACAM1 Molekilen
oder heterophil, mit CEACAMS5 (50;160) oder CEACANIB38) interagiert. Hierbei kommt
der N-terminalen Ig-variabel ahnlichen Doméane (Adiog 1) eine essentielle Bedeutung zu
(160). Diese Doméne vermittelt ebenfalls die Erkargnvon CEACAML1 durch Pathogene
wie z.B. Neisseria gonorrhoeadescherichia coli Neisseria meningitidisind Haemophilus
influenzae (76)Diese humanen Pathogene exprimieren CEACAM1-fipelae Opa @pacity-
associateyl Proteine, welche die Erkennung von CEACAM1 undngoder Zielzellen

gewahrleisten (50).

2.2.3. Die Relevanz von CEACAML1 fur das maligne Melanom

In der Literatur wurde CEACAML1 lange Zeit als Turmmg@ppressorgen bezeichnet, da eine
Herabregulation dieses Zelladh&dsionsmoleklls in desisten soliden Tumorentitaten
nachgewiesen werden konnte, so z.B. in Brustkrébys Darmkrebs (107), Prostatakrebs (85)
und Gebarmutterhalskrebs (4). In Melanozyten wWiEACAML1 nicht exprimiert (45;152),
jedoch kann in neotransformierten Melanozyten diekeCAM detektiert werden (45),
weshalb man im malignen Melanom von einer CEACAMdodkpression spricht (113). Ein
vergleichbares CEACAM1 Expressionsmuster ist flr s danicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom (NSCLC) bekannt (4;136).

Die Analysen von Gambichler et al., in welchendypsithologisch die CEACAM1 Expression
in benignen Navi (N=42), dysplastischen Navi (N=2@)d dinnen (N=21) sowie dicken
(N=21) superfiziell spreitenden Melanomen analysiwurden, ergaben eine sukzessive
Steigerung der CEACAM1 Expression wahrend der dg@chen Progression von
melanozytaren Hautlasionen (45). Dies zeigt, ddsSACAML1 scheinbar eine wichtige Rolle
in der Progression des malignen Melanoms spielACAM1 wird in ca. 80% aller malignen
Melanome exprimiert (113), weshalb es als potdeti@iomarker fir Melanommetastasen in
Frage kommt. Aus diesem Grund analysierte Thies. ehittels des Antikérpers 4D1/C2 das
Vorhandensein von CEACAM1 positiven Melanomzellenn i Schildwéchter-
Lymphknotenbiopsien und Organmetastasen und vhrglite Ergebnisse mit den
Standardmarkern; Melan A, S100 und HMBA45 (151)zé&gte sich, dass die Spezifitdt und
Sensitivitat des anti-CEACAM1 Antikorper, die deislierigen Standardmarker Uberstieg.

Des Weiteren zeigte sich, dass CEACAM1 scheinbar eamer lymphatischen und
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hamatogenen Metastasierung beteiligt ist (151), @@ACAM1 zu einem potentiellen Ziel

fur anti-metastatische Immunotherapien macht.

Der Einfluss von CEACAML1 auf die Zellproliferatiomird kontrovers diskutiert (32;112). So
wurde von Miller et. al. gezeigt, dass die CEACAMspression keinen Einfluss auf die
Proliferation von RBE rat brain endotheligl Zellen hat (101), jedoch die Proliferationsrate
von Prostatakrebszellen erhéht (16). In Melanorerekonnte kirzlich von Ortenberg et al.
gezeigt werden, dass die CEACAMI1-L Expression innchan Melanomzelllinien die
Proliferation via Sox-2 erhéht. Jedoch zeigen didgswlysen ebenfalls, dass es auch
Zelllinien gibt, die nach CEACAM1 Herabregulationeike veranderte Proliferation
aufweisen. (112). Thies et al. zeigten, dass dipré&ssion von Gesamt-CEACAML1 in
primaren Melanomen (Stadium I/ll) mit einer sigként geringeren krankheitsfreien
Uberlebensrate und einem erhthten Metastasiersilgstkorreliert (152). In dieser Studie
wurden 100 primare, kutane Melanome immunhistockeimauf ihre CEACAM1 Expression
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass innerhalb @6nJahren 70 % der Patienten mit
CEACAML1 positiven Primartumoren, jedoch lediglicB % der Patienten mit CEACAM1
negativen Primartumoren Metastasen entwickelte@)(1Bei diesen Analysen zeigte sich die
starkste CEACAM1 Expression an der Invasionsfrofltivariante Analyse ergaben, dass
CEACAM1 im malignen Melanom einen unabhangigen,gpostischen Marker fur die
Entwicklung von Metastasen darstellt. Der CEACAM{pEessionsstatus ist unabhéngig von
klassischen Indikatoren (siehe 2.1.1), wie z.B. demmordicke, Ulzeration und der
mitotischen Rate (152). Des Weiteren zeigten Ungtdrgngen von verschiedenen,
CEACAML1 exprimierenden und nicht-exprimierenden damzelllinien, welche subkutan
in immunsupprimierte Mause injiziert wurden, dase E&xpression von CEACAM1 mit
einem gesteigerten Tumorwachstum und einer erhdWfietastasierungsrate korrelierte (151).
In diesem Kontext konnte die Gruppe um Jens Brimmgtelsin vitro Experimenten zeigen,
dass die Expression von CEACAM1-4L deutlich dasagions- und Migrationspotential von
Melanozyten und Melanomzellen erhéht (32). In @rgen zytoplasmatischen Doméane von
CEACAM1-L sind zwei phosphorylierbare Tyrosinrestgas Tyr488 und das Tyr516
lokalisiert, welche zwei ITIM ilmmunoreceptor tyrosine-based inhibition mpotiotive
bilden (111). Interessanterweise postuliert die ppeu um Dr. Brimmer, dass fur die
invasionsférdernde Funktion von CEACAML1 ledigliclasd Tyr488 eine essentielle Rolle
spielt (32). In Abhangigkeit von der Phosphoryliegudes Tyr488 kann CEACAM1 mits-
Integrinen interagieren, was den Effekt von CEACAMIauf die Melanomzellmotilitat

zumindest in Teilen erklart (12;32). So konnte @EACAM1-vermittelte Invasion und
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Migration von Melanomzellen mittels RGD-Peptide, lete die Integrin-Signalwege

inhibieren, reduziert werden (12;32).

In einer weiteren Studie aus dem Jahre 2009 zegyth, dass im Serum von
Melanompatienten erhéhte Konzentrationen an l6sicREACAM1 Molekilen detektiert
werden kénnen (91). Hierbei wurden die Konzentredio von I6slichen CEACAM1 im
Serum von gesunden Spendern und von Patienten nditobine Anzeichen einer aktiven
Melanomerkrankung (siehe 2.1.1) verglichen. Patierdhne Anzeichen einer Erkrankung
erhielten zuvor eine Therapie, welche zu einer Kettgen Regression der Tumore fihrte. Es
zeigte sich, dass ausschlief3lich Patienten mit ikhee einer Erkrankung (Stadium | bis V)
signifikant mehr l6sliches CEACAM1 im Serum aufwees(91). Weiterhin wurde gezeigt,
dass die Konzentration an loslichen CEACAM1 im $enon Melanompatienten invers mit
deren Gesamtuberleben korrelierte. (9h).vitro konnte eine Korrelation zwischen der
Konzentration des loslichen CEACAM1 und der Anzawh CEACAML1 positiven
Melanomzellen nachgewiesen werden. Hierbei istFdesetzung des CEACAM1 abhangig
von einer aktiven Proteinsynthese und Sekretiorheivdie proteolytische Abspaltung von
Oberflachen-CEACAM1 keine Rolle spielt (91). Die§tudie zeigte aul3erdem, dass
signifikant mehr natirliche Killerzellen (NK) und-Zellen in Melanompatienten, verglichen
mit gesunden Spendern, CEACAM1 exprimieren und désse Expression von CEACAM1
mit einem abnormen Phanotyp der NK-Zellen einherg8o ergab sich eine negative
Korrelation zwischen der CEACAM1 Expression in NiHén und der
Oberflachenexpression der NK-Zellrezeptoren CD16Kp3D, NKp46 (91). Diese
phanotypisch verdnderten NK Zellen wiesen weitegiite geringere Sensitivitat gegenuber
CEACAML1 exprimierenden Melanomzellen auf, verglichmit NK Zellen isoliert aus dem
Blut gesunder Spender (91). Dies zeigt erneut, G&SSCAM1 eine wichtige Rolle fur die
Immunogenitat des malignen Melanoms spielt und tdssches CEACAML eventuell als

neuer prognostischer Marker fur die Melanomerkraugkiwngieren kénnte.

Wie bereits angedeutet, vermittelt CEACAM1 in Malazellen einen direkten und
indirekten Schutz vor der NK-, T-, NKT- und B-Ze#rmittelten, anti-tumoralen

Immunantwort (10;50;63;103). Im weiteren Verlauéskr Arbeit wurde der Fokus auf den
Einfluss von CEACAM1 auf die NK-Zell-vermittelte tstumorale Immunantwort gelegt.
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2.3. NK-Zell vermittelte Immunantwort im malignen Melano m

Das maligne Melanom ist ein hoch immunogener TuBase Beschreibung basiert auf der
Tatsache, dass manifestierte, maligne Melanomehdtie Infiltration von Lymphozyten in
spontane Remission gehen kdnnen (15;68;120;121digsen infiltrierenden Immunzellen
gehoren unter anderem die NK-Zellen, welche Bestgsindes angeborenen Immunsystems
sind. Diese Zellen sind in der Lage Tumorzellemelkine vorausgehende Sensibilisierung
zu erkennen und zu lysieren (19). Bei etwa 15 %r @lutlymphozyten handelt es sich um
NK-Zellen, welche als CD56 / CD16 positive und Cisjative Zellpopulation definiert sind
(19). Die Fahigkeit von NK-Zellen spezifisch neoistormierte Zellen zu erkennen wird
bereits therapeutisch bei der Interleukin-2 (IL-2basierten Behandlung des Melanoms
ausgenutzt. Hierbei werden Melanompatienten mereiiohen Dosis an IL-2 behandelt, was
zu einer Aktivierung der T- und NK-Zellen und sormit einer anti-tumoralen Immunantwort
fuhrt (19). Die Aktivierung der NK-Zellen ist eirokniplexer Prozess, welcher die Interaktion
von NK-Zellrezeptoren und deren Liganden miteingftl Diese Rezeptoren kbnnen sowohl
aktivierend als auch inaktivierend wirken (Tabel®). Hierbei ist ein spezifisches
Gleichgewicht zwischen aktivierenden und inhibielem Signalen von grofRer Bedeutung.
Fuhrt z.B. die Transformation von Zellen zu einersthiebung hin zu mehr aktivierenden
Liganden auf der Oberflache, so resultiert diesimer NK-Zell-vermittelten Lyse dieser
Zellen. Nach ihrer Aktivierung kdnnen sie durch &ekretion von Interferon (IFN)-und
Tumornekrosesfaktor (TNF)-immunmodulatorische Effekte hervorrufen oder direlie
Zielzellen, durch die Freisetzung von Perforined @ranzymen lysieren (98). Des Weiteren
fuhrt die Interkation zwischen NK- und dentritisahgellen (DC) zu einer Aktivierung der
NK-Zellen und zu einer Reifung der DCs (161). Dudib Reifung der DCs beginnen diese

inflammatorische Zytokine freizusetzen und stimmgiedie T-Zellantwort (98).

Die Oberflachenkonzentrationen von MH@4gjor histocompatibility complgéxKlasse |

Molekulen spielt eine wichtige Rolle fur die Sensitit bzw. Resistenz der Zielzellen
gegenuber der NK-Zell-vermittelten ImmunantwortelZellen mit geringen MHC Klasse |
Konzentrationen bzw. Zellen, die ein oder mehrendQVKlasse | Allele verloren haben,
senden ein inhibierendes Signal an NK-Zellen undnkd gezielt von NK-Zellen lysiert
werden (Abbildung 3 B) (98). Eine verringerte Exggien von MHC Klasse | Molekilen
kann auch durch eine virale Infektion oder durcle diransformation zu Tumorzellen

hervorgerufen werden, was diese Zellen somit zam@len Zielzellen fir NK-Zellen macht
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(98). NK-Zellen sind somit befahigt zwischen gesemdund infizierten bzw. tumordsen
Zellen zu unterscheiden.

Neben inaktivierenden Rezeptoren exprimieren NHKefelauch zahlreiche stimulierende
Rezeptoren (Abbildung 3 B und C, Tabelle 3). Diepkession der Liganden fur diese
Rezeptoren werden durch zellularen Stress, wie madigne Transformation induziert bzw.
erhoht.

/

Melanom- \
zelle

Melanom- Melanom- ‘
zelle ‘ zelle 1

Abbildung 3: NK-Zell Aktivierung ist abh&ngig von der Balance zwischen aktivierenden und inhibierende®ignalen
(A) MHC Klasse | Molekile (hellblauer Balken) auf dergdftiiche von Melanomzellen interagiert mit dem idienden
MHC Klasse | Rezeptor (dunkelblauer Balken) expriméert NK-Zellen und verhindert so die Lyse der Tunadle. (B) In
Abwesenheit von inhibitorischen Signalen sensittvidie Expression von Liganden (griine Raute) flrivakende
Rezeptoren (grune Linie) die Melanomzellen gegenidmr NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat(C) Die Zytolyse von
Melanomzellen welche MHC Klasse | und aktivierendeéganden exprimieren hangt von der Balance zwiscten
Aktivierung von inhibitorischen und stimulierendBezeptoren ab. (modifiziert nach Morgado et al.,12(®B))

Die Balance der Signale ausgehend von inhibierendereptoren und stimulierenden
Rezeptoren, nach Interaktion mit ihren Liganderguliert mafRgeblich die zytotoxische
Aktivitat der NK-Zellen. Durch die Mdglichkeit diBalance zwischen aktivierenden und
inhibierenden Signalen zu manipulieren und somi densibilitat von Tumorzellen
gegenuber NK-Zell-vermittelter Zytolyse zu erhohefijhrte zu neuen klinischen
Therapieansatzen (98;150).
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Tabelle 3: NK-Zellrezeptoren
Verwendete Abkirzungen: HLA; Humanes Leukozyten ident, KIR, killer
Immunglobulin-like receptorFN, Interferon, Ubernommen und modifiziert von
Pegram et al. (115) und Srivastava (142).

Aktivierende Rezeptoren Ligand

CD11b CD54 (ICAM-1), CD102 (ICAM-2)
CD16 19G

CD28 B7-1, B7-2

CD44 Hyaluronsaure

CD69 -

CD244 CD48

IFN- R IFN- , IFN-

NKG2C, NKG2E HLA-E

NKG2D

NKp30, NKp90

ULBP1, ULBP2, ULBP3, ULBP4,
ULBP5, ULBP6, MICA, MICB

Tumorliganden, unbekannt

NKp44 Tumorliganden, unbekannt

NKp46 Hemaglutinin; Tumorliganden, unbekannt
NKp80 activation-induced C-type lectin (AICL)
ILT2 Verschiedene HLA Molekiile
Verschiedene KIRs HLA-A/-B/-C

DNAM-1 PVR, CD122

Inhibierende Rezeptoren Ligand

KIR2DL HLA-C

KIR3DLI HLA-B

KIR3DL2 HLA-A

CD94/NKG2A HLA-E

ILT2 Verschiedene HLA Molekiile
P49/KIR2DL4 HLA-G

NKR-P1A LLT-1

LILR MHC Klasse |
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2.3.1. NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat im malignen Melan om

Das NKG2D WNatural Killer Group 2 Member PRezeptor/ Liganden System spielt bei der
Erkennung von Melanomzellen eine essentielle R@le. NKG2D Rezeptor wird auf NK-
Zellen, CD8 T-Zellen, T-Zellen, NKT-Zellen und einer kleinen Untergruppen CD4 T-
Zellen exprimiert (19;120;121). Dieser Rezeptoreart MIC MHC class | chain-related
gen (MICA/B) sowie ULBP {L-16 binding proteins (ULBP1-6) Moleklle (98;115;142).
Im Melanom wird MICA mit einer hoheren Frequenz empert, als MICB (116;156).
Weiterhin weist ULBP2 im malignen Melanom die hdehabundanz aller ULBP Molekiile

auf, wobei ULBPs weniger stark exprimiert werdes MICA Molekile (156).

Der NKG2D Rezeptor spielt eine zentrale Rolle bei Brkennung von NKG2D Liganden
(NKG2DL) exprimierenden Zellen, was bereits durchodBierungsexperimente gezeigt
werden konnte. Jedoch kénnen sich Melanomzellear KG2D-vermittelten Erkennung
durch eine Verringerung NKG2DL Oberflachenexprassatziehen. Diese Modulation kann
beispielsweise durch die Anwesenheit von Zytokimenz.B. IFN- und IL-10 (98), oder die
Retention der Liganden in Endosomen, Lysosomen, d@ulgi Apparat und
Endoplasmatischen Retikulum (44) erreicht werdeon Yeinemann et al. wurde weiterhin
gezeigt, dass auch microRNAs die Expression von RIBIG regulieren (57). Ebenfalls
gezeigt wurde, dass eine CEACAM1 Expression zurdRetention der NKG2DL fuhrt (21).
Die Freisetzung der NKG2DL spielt hierbei eine a@u#&olle, zum einen wird so die
Oberflachendichte dieser Moleklle verringert undnzanderen fuhrt die Bindung der
I6slichen NKG2DL an den NKG2D Rezeptor auf NK-Zalleu einer verringerten NKG2D
Expression, was eine reduzierte zytotoxische Atdivdieser Immunzellen zu Folge hat (105).
Diese Freisetzung kann durch das alternative SgieNbn NKG2DL RNA Transkripten
erreicht werden, wodurch Molekile ohne Transmendwaréne generiert werden (2).
Weiterhin kdénnen diese Liganden auch lber Exosofregesetzt werden (37). Der bisher
am besten analysierte Mechanismus um NKG2DL freitzes ist jedoch die proteolytische
Abspaltung von membranstandigen Liganden durchAdtievitat von Metalloproteasen und
Disintegrinen (52;82).

Weitere aktivierende NK-Zellrezeptoren, welche eiR®lle bei der Erkennung von
Melanomzellen spielen, sind die NCRsafural cytotoxicity receptoy(80). Fir drei dieser
Rezeptoren, NKp30, NKp44 und NKp46 konnte eine &dlir die Melanomzellerkennung
nachgewiesen werden (98). Bisher wurden ledigligteizLiganden dieser Rezeptoren
identifiziert, hierbei handelt es sich um Hepardfiasu55) und B7-H6 (11). Hierbei nimmt
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NKp46 eine zentrale Rolle bei der NCR-vermitteltBrkennung von Tumorzellen ein
(117;140).

Der dritte bedeutende NK-Zellrezeptor fur die Melazellerkennung ist DNAM-1ONAX
accessory molecule}ldieser Rezeptor wird auf NK-Zellen, T-Zellen, Mayten und B
Zellen exprimiert (98). Die Liganden, CD155 und R1werden auf verschiedenen
Tumorzellen exprimiert, so auch auf MelanomzellenR)( CD155 zeigt in Melanomzellen die
hoheren Expressionslevel, verglichen zu CD112 (B8).die DNAM-1 vermittelte Zytolyse
von Melanomzellen ist meist eine Interaktion mit RECnotwendig (98). DNAM-1 spielt vor

allem fur die Erkennung von NKG2DL negativen Melareellen eine wichtige Rolle (98).

2.3.2. Der Einfluss von CEACAM1 auf die NK-Zell-vermittelte anti-tumorale

Immunantwort

CEACAM1 kann direkt, Gber trans-Interaktion mit aneh CEACAM1 Molekilen oder
indirekt durch Modulation von NK-Zell Rezeptor /danden Expression die NK-Zell-

vermittelte Immunantwort beeinflussen.

CEACAML1 ist, wie bereits beschrieben, in ca. 80 léravielanome exprimiert (113) und
wird ebenfalls von NK-Zellen exprimiert (21;50;63edoch wird CEACAML1 nicht auf allen
NK-Zellen gefunden, so wird die CEACAM1 Expressioar nach Stimulation in CD16
CD56 NK-Zellen induziert, jedoch nicht in CD16&D56 Zellen (50;69;86). Hierbei muss
erwahnt werden, dass CD16D56 NK-Zellen eine hohere Abundanz und eine hohere
zytolytische Aktivitat aufweisen als CD1&D56 Zellen. Die trans-Interaktion zwischen
Melanom-CEACAML1 und NK-Zell-CEACAML fihrt zu eindMHC Klasse | unabhangigen
Suppression der zytotoxischen NK-Zellen Aktivit88192). Hierflir konnte gezeigt werden,
dass die Aminosaurereste Arginin und Glutamin asitlm 43 bzw. 44 essentiell fur diese
Interaktion ist (87). Durch die Aktivierung von NRellen mit IL-2 kommt es zu einer
verstarkten Expression von CEACAM1 auf der ObehH&aind zu einer Interaktion von
CEACAM1 und NKG2D, die Aktivierung von CEACAM1, dehr die Interaktion mit CEA
bzw. CEACAM1 Molekilen auf den Zielzellen, fihrtrzRekrutierung und Aktivierung der
Src homologen Phosphatase 1 (SHP-1), welche das @G&#nhihe exchange facfovavl
dephosphoryliert. Das dadurch inhibierte Vavl fldut einer Unterdriickung der NKG2D
vermittelten Signalkaskade und verhindert somit ldiéiation der Zytolyse (63). Erhéhte
Oberflachenexpression von CEACAM1 auf Tumorzellégllitsdaher einen MHC Klasse |
unabhangigen Mechanismus dar, der anti-tumoralenuinantwort zu entgehen. Jedoch kann
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die CEACAM1 Expression auf NK-Zellen nicht nur darti-2 verstarkt werden, es wurde
ebenfalls gezeigt, dass die Ko-Kultivierung von XKEHen und CEACAM1 positiven
Tumorzellen zu einer Erhdhung der CEACAM1 Expreasaof NK-Zellen fuhrt (146). Des
Weiteren kann CEACAM1 die zytotoxische Aktivitatvde IFN Sekretion von Tumor-
infiltrierenden NK-Zellen inhibieren (90;94). Wieeteits beschrieben, kdnnen erhéhte
Konzentrationen an l6slichen CEACAM1 Molekdilen imr@m von Melanomzellen detektiert
werden (91). Diese loslichen Moleklle sind ebesfdlhig mit NK-Zell-CEACAML1 zu
interagieren und somit deren Effektorfunktion zutewdriicken (86). Zusatzlich wird in
Melanomzellen die Expression des immunprotektiveACAM1 durch IFN- verstarkt (53).
Da IFN- durch zytotoxische Lymphozyten wahrend der amtidtalen Immunantwort
sezerniert wird (131), fuhrt die so induzierte, #tistige Hochregulation der CEACAM1

Expression auf Melanomzellen zu einen optimalerug&ctor einer solchen Immunantwort.

Neben dem direkten Einfluss auf die Aktivitdt vorK{Xellen, kann die CEACAM1

Expression in Tumorzellen auch zu einer indirektéarringerung der Zytolyse von
Tumorzellen fuhren. So konnte Richard S. Blumbeeigen, dass die Expression von
CEACAM1 in Kolonkarzinomzellen mit einer verringent Oberflachenexpression von
NKG2DL korreliert und dies zu einer verringerten GRD-vermittelten Lyse dieser

Tumorzellen fuhrt (21).
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3. Ziel der Arbeit

Im menschlichen System werden potentiell vier Jaestene Spleildvarianten des
Zelladhasionsmolekils CEACAM1 Céarcinoembryonic _Antigen-related cell  Adhesion
Molecule 1)exprimiert, welche sich in der Anzahl ihrer exgtzlaren Domanen so wie der
Lange ihrer zytoplasmatischen Domdanen unterscheid@ase Isoformen werden mit
CEACAM1-4L, CEACAM1-4S, CEACAM1-3L und CEACAM1-3Sezeichnet. CEACAM1

weist die hochste Gewebsverteilung aller CEACAM éhkaile auf. Es wird unter anderen in
Epithelzellen, jedoch nicht in Melanozyten exprimhieden Ursprungszellen des malignen
Melanoms. Interessanterweise kann CEACAM1 jedochMiglanomzellen neo-exprimiert
werden und besitzt einen grol3en Einfluss auf did-Maetilitat, Metastasierung und

Immunogenitat dieser Zellen. Es ist zu vermutenssddie verschiedenen CEACAM1
Isoformen unterschiedliche biologische Funktionéfiilen, jedoch fehlen bislang jegliche

Studien dazu.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte Wietersuchung der klinischen und
biologischen Relevanz der einzelnen CEACAM1 Isofemnim maligen Melanom erfolgen.
Zunachst sollte das Expressionsmuster der untediathen Isoformen sowohl in
Melanomzelllinien als auch in Melanombiopsien as@t werden um anschliel3end

retrospektiv Aussagen uber die klinische Relevanizeffen.

Des Weiteren lag der Fokus dieser Arbeit auf derlligrung der biologischen Bedeutung der
einzelnen CEACAML1 Isoformen fir Melanomzellen. Eslte zun&chst eine CEACAM1
negative Zelllinie identifiziert, anschlie3end rd&n unterschiedlichen CEACAM1 Isoformen
transfiziert werden und die Effekte auf zellulareryange, wie Migration und Invasion
analysiert werden. Hierbei sollte auch der Einflasédie Immunogenitat der Melanomzellen,

mit Fokus auf die NK-Zell-vermittelte Immunantwdrtentersucht werden.

27



Materialien und Methoden

4. Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1. Zellen

Melanomzelllinie

Stadiunt

A375
Ma-Mel-8blV
Ma-Mel-16
Ma-Mel-37a
Ma-Mel-45a
Ma-Mel-48a
Ma-Mel-48b
Ma-Mel-57
Ma-Mel-63a
Ma-Mel-65
Ma-Mel-66b
Ma-Mel-86a
Ma-Mel-86b
Ma-Mel-86¢
Ma-Mel-94
Ma-Mel-114
Ma-Mel-142a
Ma-Mel-174a
UKE-Mel-1a
UKE-Mel-2a
UKE-Mel-3a
UKE-Mel-4a
UKE-Mel-5a
UKE-Mel-6a

Stadium unbekannt

Stadium IV
Stadium IV
Stadium 11l
Stadium IV
Stadium IV
Stadium IV
Stadium IV
Stadium IV
Stadium Il
Stadium IV
Stadium IV
Stadium IV
Stadium IV
Stadium Il
Stadium IV
Stadium IV
Stadium IV
Stadium Il
StadiumlV

Stadium I

Stadium IV
Stadium I

Stadium 11l

2 Stadium des Patienten bei Biopsie-Entnahme. Dialuiarung der Krankheitsstadien wurde nach AJCC

Kriterien durchgefuhrt.
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UKE-Mel-7b Stadium Il
UKE-Mel-7g Stadium 1l
UKE-Mel-8a Stadium IV
UKE-Mel-9a Stadium Il
UKE-Mel-10a Stadium IV
UKE-Mel-11a Stadium IV
UKE-Mel-14a Stadium 11l
UKE-Mel-14b Stadium Il
UKE-Mel-15a Stadium IV
UKE-Mel-16a Stadium IV
UKE-Mel-18a Stadium 11l
UKE-Mel-19a Stadium IV
UKE-Mel-20a Stadium IV
UKE-Mel-21a Stadium IV
UKE-Mel-22a Stadium IV
UKE-Mel-23a Stadium 11l
UKE-Mel-24a Stadium IV
UKE-Mel-26a Stadium 11l
UKE-Mel-27a Stadium IV
UKE-Mel-28a Stadium IV
UKE-Mel-29a Stadium IV
UKRV-Mel-15a Stadium IV

Alle Zelllinien wurden aus der Hautkrebsbiobank d&linik fir Dermatologie,
Universitatsklinikum EssenSkin Cancer BiobankSCABIO) bezogen. Die verwendeten
Zelllinien wurden nach SOPSfandard Operating Procedyreetabliert, kultiviert und
gelagert. Fir die Entnahme und Verarbeitung des ofonaterials lagen stets die
Einverstandniserklarung aller Patienten sowie dieeng€hmigung des zustandigen

Prifungsausschusses vor.

4.1.2. Bakterien

One Shot TOP10 (Invitrogen, C4040), chemisch koemget Escherichia coli Zellen wurden

verwendet, wie vom Herstellen empfohlen.
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4.1.3. Oligonukleotide

Oligonukleotide fur Standard-PCR Reaktionen

Bezeichnung| Leitstrang Folgestrang | FragmentgrofRe Annealing
5 3 5 3 Temperatur
CEACAM1 | cagtgacccagtg rtgggtcattggag CEACAM1-4L=779 bp; 58 °C
accttga tggtcc CEACAM1-4S=726 bp;
CEACAM1-3L=491 bp;
CEACAM1-35=438 bp.
Aktin accctgaagtacd tagaagcatttgcg 931 bp 55°C
ccat gtg
Melan-A tatcccaggttgtct ccctgetgttcgad 536 bp 59 °C
ggagc gtcttc
Gp-100 gcagtgcttatgacaagcacttcctgag 389 bp 59 °C
ttcagtgg aaatcagc
TRP-1 ctcacatgattag{ caagatgccaagp276 bp 55°C
actgcta gaagatg

TagMan Gene Expression Assdiyr quantitative Echtzeit-PCR von Applied Biosystens

Bezeichnung

Applied Biosystems

Referenznummer

Fluorophor / Quencher

ADAM-10
ADAM-17
CEACAM1
GAPDH
MMP-14
MMP-2
TIMP-1
TIMP-2

Hs01109565 m1
Hs01041915 m1
HS00992688_m1
Hs02786624_g1
Hs00237119 m1
Hs01548727_m1
Hs00171558 m1
Hs00234278_m1

FAM / MGB
FAM / MGB
FAM / MGB
FAM / MGB
FAM / MGB
FAM / MGB
FAM / MGB
FAM / MGB

Alle Primer wurden so gewahlt, dass das Amplikoweis eine Exon-Exon Grenze

Uberspannte. Dies ermdglichte es, die Detektion yotentiellen, genomischen DNA

Kontaminationen auszuschlielRen.
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4.1.4. Plasmide

Bezeichnung Quelle Verwendungszweck

pPcDNA3-1(-) AG Singer; Anatomie Kontrollplasmid
Universitatsklinikum Essen

pcDNA3-1(-) CEACAM1-4S | AG Singer; Anatomie CEACAM1-4S
Universitatsklinikum Essen | Uberexpression

pcDNA3-1(-) CEACAM1-3L | AG Singer; Anatomie CEACAM1-3L
Universitatsklinikum Essen | Uberexpression

pcDNA3-1(-) CEACAM1-3S | AG Singer; Anatomie CEACAM1-3S
Universitatsklinikum Essen | Uberexpression

pcDNA3-1(-) CEACAM1-4L | AG Singer; Anatomie CEACAM1-4L

Universitatsklinikum Essen | Uberexpression

4.1.5. Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Schnittstelle Quelle

Bbsl (200U/ul) GAAGAC (N)2] Fermentas
CTTCTG (N)6|

Hind 11l (Fast Digest) AJAGCTT Fermentas
TTCGAIA

Xhol (Fast Digest) C|TCGAG Fermentas
GAGCT|C

4.1.6. Polymerasen, Reverse Transkriptasen und Ligasen

Enzym Quelle Verwendungszweck
DreamTaqg DNA Polymerase Fermentas SemiquantitRi@e

Q5 High-Fedility DNA New England BioLabs Klonierung

Polymerase

RevertAid First Strand cDNA Fermentas Reverse Transkription von
Synthesis Kit total RNA zu cDNA

T4 DNA Ligase Fermentas Ligation
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4.1.7. Antikorper

Bezeichnung | Spezifitat Quelle Applikation

(Klon)

Actin (C4) monoklonal, MP BioMedicals Western Blot (1:10000)
Maus anti-human, IgG1 | (691001)

Alexa Fluor® | polyklonal, Invitrogen (A21202) IHC (1:700)

488 Esel anti-Maus (Alexa-488
konjugiert)

CD112 monoklonal, BD Biosciences Durchflusszytometrie

(829039), PE | Maus anti-human, IgG1 | (551057) (2:2,5)

CD155
(SKIl.4), PE

CD3

MicroBeads

CD56

MicroBeads

CEACAM1
(18/20)

CEACAM1
(4/3/17)

monoklonal,

Maus anti-human, 1gG1

Monoclonal,

Maus anti-human, IgG2a

Monoclonal,

Maus anti-human, 1gG1

monoklonal,
Maus anti-human,
CEACAM1 N-Terminus

monoklonal,
Maus anti-human,
CEACAM1 N-Terminus

BioLegend (337609)

Miltenyi
(130-050-101)

Miltenyi
(130-050-401)

AG Singer; Anatomie
Universitatsklinikum

Essen

Aldevron / AG
Singer; Anatomie,
Universitatsklinikum

Essen

Durchflusszytometrie
(1:50)

MACS

MACS

Durchflusszytometrie
(2:50), IHC (10 pg/ml)

Western Blot (5 pg/ml),
Durchflusszytometrie
(2:50), IHC (10 pg/ml)
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CEACAM1
(B3-17)

FITC

IgG, HRP

IgG, HRP

MICA

MICA

(AMO1)

NKp30/NCR1
Fc Chimer

NKp46/NCR1
Fc Chimer

Phallodin

ULBP1

monoklonal,
Maus anti-human
CEACAM1 (Al1/B

Doméne)

monoklonal,

Ziege anti-Maus
polyklonal,

Ziege anti-Maus (FITC
konjungiert)
polyclonal,

Hase anti-Ziege,

IgG-HRP

Ziege anti-Maus,
lgG-HRP

polyklonal,
Ziege anti-human, 1gG1

monoklonal,

Maus anti-human, 1gG1

Human, IgG1

Human, IgG1

Konjungiert mit Alexa-48

monoklonal,

AG Singer; Anatomie
Universitatsklinikum

Essen

Dianova (115-175-

146)

Dianova (115-096-

062)

Santa Cruz
(sc-2768)

Southern Biotech

(1031-05)

R&D Systems
(AF1300)

Bamomab

R&D Systems

(1849-NK-025

R&D Systems
(1850-NK-025)

BSigma (P1951)

R&D Systems

Durchflusszytometrie
(2:50), IHC (10 pg/ml)

Durchflusszytometrie

IHC (1:200)

Western Blot
1:5000

Western Blot

1:5000

Western Blot (1 pg/ml)

Durchflusszytometrie

(0,2 pg/ml)

Durchflusszytometrie
1 pg /100 pl

Durchflusszytometrie
1 pg /100 pl

IHC (25 pg/ml)

Durchflusszytometrie
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(170818)
ULBP2

uLBP2

(BUMO1)

ULBP3
(166510)

Maus anti-human, 1gG2A
polyklonal,
Ziege anti-human, 1gG1

monoklonal,

Maus anti-human, 1gG1

monoklonal, Maus anti-
human, 1IgG2A

(MAB1380)
R&D Systems
(AF1298)

Bamomab

R&D Systems
(MAB1517)

(1:50)
Western Blot (1 pg/ml)

Durchflusszytometrie
(0,2 pg/ml)

Durchflusszytometrie
(1:25)
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4.1.8. Medien, Zusatze und Kit-Systeme

Bezeichnung Hersteller Verwendungszweck
0.05 % Trypsin-EDTA (1X) Gibco Zellkultur

10 x RPMI 1640 Sigma Aldrich Soft-Agar Assay

6 x DNA Loading Dye Fermentas DNA Proben Puffer

CFSE/7-AAD Cell-Mediated
Cytotoxicity Assay Kit

Ampicillin

Biocoll Separating Solution
Cell Lysis Buffer (10 X)

DMEM (1 g/l) liquid with L-Glutamine
DPBS
Fetales Kéalberserum (FCS)

Fluoromount-G

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
Geneticindisulfat (G418-Sulfat)

HiSpeed Plasmid Maxi Kit
Hygromycin B-LAésung

jetPrime Transfektionsreagenz
LB-Agar (Luria/Miller)

LB-Medium (Luria/Miller)

L-Glutamine (200 mM)

Matrigel Matrix Growth Factor

Reduced
MEM non-essential Amino Acids

Cayman Chemical

Sigma-Aldrich

Biochrom AG
Cell Signaling
Technology

PAA
Gibco

GE Healthcare
Southern Biotech

Fermentas
Carl Roth

Qiagen
Carl Roth

Polyplus Transfectio
Carl Roth

Carl Roth

GE Healthcare

BD Biosciences

Gibco

CFSE/7-AAD basierter
Zytotoxizitatsassay
Selektion von
trasformierten Bakterien

Dichtegrexli

Proteinisolation

Zellkultur
Zellkultur
Zellkultur
Eindecken von IHC
Proben
DNAekeit
Zellkultur, Selektion
von transfizierten Zellen
Plasmid Isolation
Selektion von
transfizierten Zellem
hTransfektion
Agarplatten fur
Bakterien
Medium fur
Bakterienkultur
Zellkultur

XxCELLgence

Soft-Agar Assay
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Penicillin/Streptomycin (100 x) GE Healthcare Zellkultur

(Penicillin20000 U/ml, Streptomycin

10 mg/ml)

peqGOLD Gel Extraktions Kit Peglab Extraktion VONA
aus Agarosegelen

QIAprep Spin Miniprep Columns Qiagen Plasmid Isolation

RNeasy Mini Kit Qiagen RNA-Isolation

RPMI 1640 Medium Gibco Zellkultur

TagMan Universal PCR Master Mix (2 KApplied Biosystems TagMan PCR

4.1.9. Chemikalien

Chemikalie Hersteller

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich

Acrylamide:N-N"-methylene-bis-acrylamide Electropésis | Biorad

Purity Reagent 30 %

Agarose Peqglab

peqGOLD Universal-Agarose

Albumin Fraktion V Carl Roth

Ammonium persulfate, for electrophoresis 98 % Sigktdrich

Bovines Serum Albumin (2 mg/ml) Biorad

Bromphenolblau Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth

EDTA Sigma-Aldrich

Ethanol J.T. Baker

Ethidiumbromid Carl Roth

Glycerin Carl Roth

Glycin Carl Roth

Isopropanol Sigma-Aldrich

Methanol J.T. Baker

Milchpulver, Blotting grade AppliChem

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium) Sigma-Aldrich

Natriumhydroxid Sigma-Aldrich
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Natriumhydrogencarbonat
Natriumdodecylsulfat
Noble Agar
Paraformaldehyd
Ponceau solution
Propidiumiodid
Salzsaure

TEMED

Tris base

Triton X

Tween20

Universal-Agarose

AppliChem
Sigma Aldrich
Difco
Riedel-de Haen
Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
AppliChem
Gerbu
Gerbu
Biobudget
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4.1.10.Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

24 Well TC-Plate, sterile, with lid

6 Well Zellkulturtestplatte

96 Wel Multiply Fast PCR-Platte

96 Well Cell Culture Plate, sterile, U-bottom, wiith

96 Well Microplates, PS, F-bottom

Calciumchlorid

CapLock Reaktionsgefal3e 1,5 ml

CELLSTAR® Cell Culture Flasks, 175 é&rb50 ml, PS, red
filter cap, sterile

CELLSTAR® Cell Culture Flasks, 75 &650 ml, PS, red
filter cap, sterile

ECL Western Blotting Substrate

Einmalpipetten CELLSTAR 5 ml, 10 ml, 25 ml
Kryo-Einfrier-Behélter

Kryo-Réhrchen 2 mi

Optical Adhesive Cover

Safe-Lock Tubes 2 ml

Westran PVDF 0,4 um Membran

Zellschaber, 28 cm

Greiner bio-one
TPP
Sarstedt
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Sigma-Aldrich
TreffLab

Greiner bio-one

Greiner bio-one

Thermo Scientific
Greir®o-one
Nalgen
Greiner bio-one
Applied Biosystem
Eppendorf
Westran

Greiner bio-one
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4.1.11 Kultivierungsmedien

Medien fur die Zellkultur

RPMI 1640 (1x)

Hungermedium

Einfriermedium

2 x RPMI 1640 fur
Soft-Agar-Assay

(Roswell Park Memorial Institute) rFdie Kultivierung von
humanen Melanomzellen wurde das Medium mit 1% L-
Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 % Ff8tal

calf serumkomplementiert.

Um die Zellen zu hungern, wurde RPBUQLnur mit 1 % L-

Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin komplementier

Fetales Kalber Serum versetzt migdOMSO

4 ml 10x RPMI 1640
4 ml FCS
400 pul nicht-essentielle Aminoséauren (100x)
0,08 g NaHC®
Aqua dest. auf 20 ml auffillen
Mit 1 M NaOH den pH-Wert anhand der Farbe des Madiu

einstellen.

Fur die Selektion und Kultivierung der CEACAM1 tedizierten Melanomzellen wurde das
komplementierte RPMI 1640 Medium mit 1 mg/ml Gedietlisulfat (G418-Sulfat) versetzt.

Medien fur Bakterienkulturen
LB Medium wurde angesetzt mit 25 g/l LB-Medium (laiMiller), LB-Agar Platten wurden

aquivalent dazu mit 40 g/l LB-Agar gegossen. Dass$igmedium wie auch die Agar-Platten

wurden gegebenenfalls mit Ampicillin (150 pg/ml kondzentration) versetzt.

LB-Medium

Pepton 10 g/I

Hefeextrakt 5 g/l
Natriumchlorid (NaCl) 10 g/l
pH 7,0
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LB-Agar

Pepton 10 g/l

Hefeextrakt 5 g/l
Natriumchlorid (NaCl) 10 g/l
Agar-Agar 15 g/l , pH

7,0

4.1.12 Verwendete Puffersysteme

50 x TAE

10 % SDS

10 % APS

1,5 M Tris-HCI (pH8.8)

1 M Tris-HCI (pH6,8)

Tricingelpuffer

6 x Ladepuffer

242 g Tris-Base
57,1 ml Essigsaure
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8)

auf 1 | mit Aqua dest. auffillen

10 g SDS
100 ml Aqua dest.

10 g Ammoniumpersulfat
100 ml Aqua dest.

90,85 g Tris-Base

mit Aqua dest auf 500 ml auffullen

36,33 g Tris Base

auf 200 ml mit Aqua dest. auffillen

0,5 % SDS
3 M Tris-HCI pH 8,5
mit Aqua dest. aufftllen

3 ml 0,5 M Tris-HCI pH6,8
4,8 ml Glycerin
4,8 ml 10 % SDS

1,2 ml -Mercaptoethanol

1,2 ml 0,5 % Bromphenolblau
1 ml Aqua dest.
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5 x SDS-Gel Laufpuffer 30,2 g Tris-Base
100 ml 10 %SDS
188 g Glycin

mit Aqua dest. auf 2 | auffullen und pH auf 8jBstellen
Tricingel Anodenpuffer 0,2 M Tris-HCI, pH 8,9

Tricingel Kathodenpuffer 0,1 M Tricin
0,01 % SDS
0,21 M Tris-HCI, pH 8,3

10 x Blotpuffer 58,2 g Tris-Base
37,5ml 10 % SDS
29,3 g Glycin

auf 800 ml auffillen

1 x Blotpuffer 100 ml 10 x Blotpuffer
700 ml Aqua dest.
200 ml Methanol

10 x TBS 121,4 g Tris-Base
160 g NaCl
mit Aqua dest. Auf 2 | auffillen und pH auf &istellen

1 x Waschpuffer 100 ml 10 x TBS
895 ml Aqua dest.

5 ml Tween 20

5 % Magermilch 5 g Magermilchpulver
100 ml 1 x Waschpuffer

FACS-Puffer 500 ml PBS
1% FCS
0,5 g Natriumazid
gegebenenfalls wurde Propidiumiodid (2,5pg/miyegeben
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Zymographie
Substratpuffer

4.1.13.Verwendete Gele

1,5 %iges Agarosegel

10 %iges SDS-Trenngel

5 %iges SDS_Sammelgel

9 %iges Tricin-Trenngel

4 %iges Tricin-Sammelgel

50 mM Tris/HCI pH 7,6
5 mM Calciumchlorid

2,25 g Agarose
150 ml 1 x TAE-Puffer
7ul Ethidiumbromid

3,3 ml Aqua dest.
4 ml 30 % Acrylamid Mix
2,5ml 1,5 M Tris-HCI (pH8,8)
100 ul 10 % SDS
10 pl 10 % APS
4 ul TEMED

1,4 ml Aqua dest
1,33 ml 30 % Acrylamid Mix
0,25 ml 1,5 M Tris-HCI (pH6,8)
20 ul 10 % SDS
20 ul 10 % APS
0,002 ul TEMED

2,25 ml 30 % Acrylamid Mix
2,5 ml Tricingelpuffer
2 ml Aqua dest.
0,75 ml Glycerin
37,5 pul 10 % APS
3,75 pul TEMED

0,83 ml 30 % Acrylamid Mix
1,55 ml Tricingelpuffer
3,8 ml Aqua dest.
50 pl 10 % APS
5 ul TEMED
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10 %iges Trenngel 5 ml Gelatine-Losung (3 mg/relaBne in Aqua. dest)
mit Gelatine 5 ml 30 % Acrylamid Mix

1 ml Aqua. dest

3,8 ml Tris/HCI (1,5 M, pH 8,8)

150 ul 10 % SDS

15 pul TEMED

150 pl 10 % APS

Sammelgel 750 pl 30 % Acrylamid Mix
mit Gelatine 3,9 ml Aqua. dest
320 pl Tris/HCI (1 M, pH 6,8)
50 pl 10 % SDS
5 ul TEMED
80 ul 10 % APS

4.2. Methoden

4.2.1. Molekularbiologische Methoden
42.1.1. Gesamt RNA-Isolation

Total-RNA Isolierung aus Zelllinien

Die adharenten Zellen wurden trypsinisiert, zeatyiért und das erhaltene Pellet zweifach
mit DPBS gewaschen, anschlieend wurden die Zatle3b0 pul RLT-Puffer (versetzt mit
3,5 4l -Mercaptoethanol) aufgenommen und die RNA mitteleBsy Mini Kit (Qiagen)
entsprechend den Anweisungen des Herstellersrisdllen Reste der genomischen DNA zu
entfernen, erfolgte zusatzlich noch ein DNase Iddar

Total-RNA Isolierung aus Gewebe

Zur Isolation von total RNA aus kryokonservierterv@@ben wurden 100 pg Probe mithilfe
der Schwingmihle MM200 (Firma Retsch) pulverisiamtd anschlie3end ebenfalls in 350 pl
RLT Puffer (mit 3,5 ul -Mercaptoethanol) aufgenommen. Nach dem das Gewalsténdig
Uber die QIAShredder Saule aufgeschlossen wurdelger eine 5 minltige Zentrifugation
bei voller Umdrehungszahl. Der Uberstand wurde lalie®end mit 70 % Ethanol versetzt
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und die RNA Uber die Saulen des RNeasy Mini Kitsgrechend dem Handbuch isoliert und
gereinigt. Hierbei wurde ebenfalls der DNase | \&erdurchgefiihrt.

4.2.1.2. Nukleinsdure-Konzentrationsbestimmung

Die RNA und DNA Konzentration wurde photometriscmter Verwendung des
Spektrophotometers BioPhotometer Plus (Eppendesfiiimmt. Um die Proben direkt messen
zu konnen, wurde eine Mikrolitermesszelle verwentigrbei wurden die Absorptionen bei
230 nm, 260 nm, 280 nm und 340 nm bestimmt. DieoAtion bei 230 nm ist ein Mal3 fur
die Verunreinigung mit Kohlenhydraten, Salzen oolgyanischen Losungsmitteln und sollte
einen Wert von 2 nicht dberschreiten, bei 280 nm rdee Protein- und
Phenolkontaminationen gemessen. Die AbsorptiorB#@inm sollte stets Null sein, da dies
ein Mal3 fur die Trubung der Probe ist. Nukleinsdusbsorbieren das Licht bei einer
Wellenlange von 260 nm. Die Berechnung der Absomperfolgt unter Verwendung des

Lambert-Beerschen-Gesetzes:

E gemessene Extinktion
molarer Extinktionskoeffizient
molare Konzentration

d Schichtdicke [cm],

Zudem wurde die Reinheit der Proben durch das Werk&er Absorption von 260 nm zu
280 nm bestimmt, dieses sollte fir RNA stets beliegen und fur DNA bei 1,8. Einer
Extinktion von 1 bei 260 nm entspricht hierbei 49ml RNA oder 50 pg/ml DNA.

4.2.1.3. Reverse Transkription

Da fur die Polymerase-Ketten-Reaktion DNA benétigtd, wurden die einzelstrangigen
RNA Molekile durch reverse Transkriptase in kompmatdre cDNA Strange umgeschrieben.
Hierzu wurde das RevertAid First Strand cDNA Systbit (Fermentas) entsprechend dem
beiliegenden Handbuch verwendet. Fur jede Reaktiode 1 pg RNA eingesetzt.

Ansatz fir die Reverse Transkriptio
1 ug RNA

1l Random Hexamer Primer

auf 12 pl mit RNase freiem Wasser auffillen
Inkubation fiir 5 min bei 65 °C
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Folgende Reagenzien wurden anschlieBend zugegeben:

4 ul 5x Reaktionspuffer

1l Ribolock RNase Inhibitor
2 ul 10 mM dNTPs

1l Reverse Transkriptase

AnschlieRend wurden die Proben fir 5 min bei 256€min bei 42 °C und 5 min bei 70 °C
inkubiert.

4.2.1.4. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Wahrend der Polymerasen-Ketten-Reaktion (PCR) wersigezifische Abschnitte einer
Matrizen-DNA exponentiell amplifiziert. Diese Bethe der DNA werden durch
komplementéare, sequenzspezifische Oligonukleotid&imer) markiert, welche den
Replikationsstart und das Replikationsende firtdegmostabile Polymerase markieren. Das
Temperaturoptimum der Polymerase, fur die expoabatiAmplifikation, liegt bei 72 °C
(102). Die Replikation geschieht stets in 8' Richtung, jedoch muss hierzu die DNA
einzelstrangig vorliegen, hierzu wird doppelstr@gegiDNA bei 95 °C aufgeschmolzen.
AnschlielRend werden bei einer spezifischen Hyhedimgstemperatur di€rimer an die
einzelstrangigen DNA-Molekule gebundefinfealing, im folgenden Schritt lagert sich bei
72 °C die Polymerase an die Primer an und begiensgezifischen Bereiche in 3' Richtung
zu amplifizieren. Die Schritte der DenaturierungybHdisierung und Elongation werden

zyklisch wiederholt. Am Ende folgt ein terminaldokgationsschritt von 10 min.

Amplifikation mit DreamTaqg Polymerase

Es wurde folgendes Standard-Temperaturprogrammevretes:

1. 95°C 5 min (initiale Denaturierung)

2. 95°C 45 sec (Denaturierung)

3. Schmelztemperatur Primer 35 sec (Annealing)

4. 72 °C 1 kb pro 30 sec (Elongation)
Schritt 2-4 zyklisch wiederholen

5. 72°C 10 min

6. 4°C Kihlung
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Ansatz fir semi-quantitative PCR

2,5 ul 10x DreamTaq Puffer
0,5 ul 10 mM dNTPs

0,5 ul Primer 1

0,5 pl Primer 2

19,8 pl Aqua dest.

0,2 ul DreamTaq Polymerase
1l cDNA

Fur die Quantifizierung der Expression der einzel@&EACAM1 Isoformen, wurden die Uber
ein Agarosegel aufgetrennten PCR-Produkte mittetsggeJ Software quantifiziert.

4.2.1.5. Elektrophorese und Aufreinigung von DNA aus Agarosgelen

Mittels Gelelektrophorese wurden PCR-Produkte ih@ro3e nach aufgetrennt und
visualisiert. Fur eine optimale Auftrennung wurdeAbhangigkeit der zu erwartenden DNA-
Fragmente 1 bis 3 %-ige Gele gegossen (siehe 4.Di8 Elektrophorese erfolgte bei einer
konstanten Spannung von 80V in 1XTAE Laufpuffere Bio aufgetrennten DNA Banden
wurden unter Verwendung von Ethidiumbromid und Ui¢ht visualisiert. Hierzu wurde eine
Wellenlanger von 312 nm eingesetzt. Wenn die DNA Wieitere Klonierungs- bzw.
Sequenzierarbeiten bendétigt wurde, geschah diekbateder Banden mit langwelligeren
UV-Licht (365 nm), da so das Risiko von UV-Schadam der DNA vermindert werden
konnte. Die DNA Aufreinigung geschah mittels peq@DGel Extraktions Kit, entsprechend

den Herstellerangaben.

4.2.1.6. Quantitative PCR (QRT-PCR)

Die sogenannte quantitative PCR beruht auf demziprider herkommlichen PCR, jedoch
ermoglicht sie zusatzlich die quantitative Messung Expressionen verschiedener Zielgene
(56). Die quantitative Messung der amplifizierteN/A geschieht nach jedem PCR Zyklus
durch die Detektion von fluoreszierenden Farbstoffe(SYBR Green) oder
sequenzspezifischer, fluoreszenz-markierter Oligmatidsonden (TagMan). Die TagMan
PCR hat gegeniiber SYBR Green den Vorteil, das;nskchtzeit, nach jedem Zyklus, die
Produktmenge misst und sich aufgrund der genspeld#n Oligonukleotide durch eine

hohere Spezifitdt und Sensitivitat auszeichnet. BY8BR Green Farbstoffe binden jegliche
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doppelstrangige DNA Molekille, was unspezifische HZBdukte und Primer-Dimer mit
einschlief3t, dies kann eine ungenaue Quantifizggaur Folge haben. In dieser Arbeit wurde
daher die TagMan PCR-Methode verwendet, um die dsgwn verschiedener Gene zu
guantifizieren. Hierbei werden sogenannte TagMannd8o verwendet, diese sind
Oligonukleotide welche am 5' Ende mit einem Reptatbstoff (z.B. 6-Carboxyfluorescein,
FAM) markiert sind und am 3° Terminus einen Quemchieagen, welcher die
Fluoreszenzemission des Reporterfarbstoffes uritektr Die Bindung der markierten
Oligonukleotide, mittig zwischen den genspezifistiirimern, an die cDNA flihrt zunachst
noch nicht zu einem Fluoreszenzsignal, allerdingd wahrend der Elongationsphase durch
die 5'-3* Exonukleaseaktivitat der Taq Polymerase Reporterfarbstoff hydrolytisch von der
Sonde abgespalten. Der freigesetzte Fluoreszesibéiremittiert Licht einer bestimmten
Wellenldnge, welches vom System detektiert wirdt Mdem Zyklus akkumulieren mehr
freie Reportermolekile, was eine Zunahme der Fermamzintensitat zur Folge hat. Diese
Fluoreszenzintensitat verhalt sich somit propodloaur Menge an entstandenem PCR
Produkt. Zusatzlich wird dem System ein Referetdfaff z.B. ROX zugesetzt, welches als

Referenz verwendet wird, um MessungenauigkeiteMaassystem auszugleichen.

Die TagMan Reaktion kann in drei Phasen unteneitden. Die erste Phase nennt man lag-
Phase, in welcher die emittierte Fluoreszenz nithtmessen ist, da das Reaktionssystem
ebenfalls eine geringe Eigenfluoreszenz aufwemstldr sich anschlieRenden exponentiellen
Phase steigt die Fluoreszenzintensitat mit jedekiu8yder PCR an, der Zyklus an dem die
Fluoreszenz der freigesetzten Sonden héher istdialsEigenfluoreszenz und somit vom
System gemessen werden kann, ist aiMert definiert. Erst nachdem dieser Schwellenwert
Uberschritten wurde, beginnt die Quantifizierung & R-Produkte. Der £Wert wurde
definiert als das Zehnfache der Standardabweickiendrluoreszenzsignale in den Zyklen 3-
15. Der Betrag dieses Wertes ist umso niedrigehdjeer die Produkt-Konzentration in der
Probe ist. Bei der dritten Phase handelt es sichdienPlateau-Phase, in welcher kein
spezifisches Produkt mehr generiert wird und deoifdszenzanstieg abnimmt.

Alle Messungen erfolgten in technischen Triplikatdéiar ein Triplikat wurde folgender

Ansatz pipettiert:

15 pl 2x TagMan Universal PCR Master Mix
1,5 pl 20x TagMan Gene Expression Assay (Genifsge)
10,5 ul Aqua dest.
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2,5 pul CEACAML1 Promotor Folgestrang
3 ul cDNA

Folgendes Temperaturprogramm wurde verwendet:

1) 95°C 10 min
2) 95°C 15 sec
3) 60 °C 1 min

4) 39-fache Wiederholung der Schritte 2-4

Die erhaltenen Werte wurde relative zu einer endege&ontrolle quantifiziert. Als endogene
Kontrollen dienten sogenannte Haushaltsgene wi&tin, GAPDH und RNUG6B. Diese Gene
kommen in allen eukaryotischen Zellen vor und werde gleichen bzw. vergleichbaren
Mengen exprimiert, weshalb sie in allen Reaktios&taen zu gleichen Mengen vorhanden
sind. Die unterschiedlichen Expressionen wurden deit C; Methode berechnet (83).
Hierzu wurden zunachst zur Normalisierung dieWerte der endogenen Kontrolle von den
Cr-Werten des Zielgens subtrahiert, woraus sich def-Wert ergab. Dieser Wert wurde
wiederum auf einen Kalibrator (Referenzprobe) ndisiat, das so erhaltene Ergebnis wird
als Ci-Wert definiert. Die Expression bezogen auf denilitator wird alsfold-change

(Relative Expression) bezeichnet und ist wie fdigfiniert:

Diese Werte sind jedoch nicht normalverteilt, wadoch fir die statistische Auswertung
mittels Student’'s t-Test Voraussetzung ist. Ausatie Grund wurden fur die statistische

Auswertungen ausschliel3liciCr-Wert benutzt.

4.2.1.7. Klonierung von DNA Fragmenten in Vektoren

Zur Herstellung von Expressionsvektoren, welchaigigehe Gensequenzen enthalten, wurde
das jeweilige DNA Fragment (Insert) aus cDNA bzvengmischer DNA mittels PCR
amplifiziert. Die hierzu verwendeten PCR Primernbailteten in ihrer Sequenz 5' von der
Gensequenz eine 4-6 bp lange Verbindungssequehker] gefolgt von einer spezifischen
Restriktionsschnittstelle. Das Insert und der Vekwurden mit den jeweils gleichen
Restriktionsendonukleasen geschnitten und ans@me@urde das Insert unter Verwendung
einer Ligase in das Plasmid ligiert. Zur Vervidi@lng des Vektors wurde dieser in

kompetente Bakterien transformiert und anschlieliswicert.
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Restriktionsverdau
Der Verdau von Plasmid und Insert geschah in eirghul bzw. einen 30 pl Ansatz,
entsprechenden den Herstellerangaben. Hierzu wirasthEnyzme (Fermentas) verwendet.

20 pl Ansatz fur Plasmid-DNA 30 pl Ansatz fixseért
Aqua. Dest 15 pl 17 pl
10x FastDigest Buffer 2 ul 2 ul
DNA 1ug 10 pl (~0,5uQ)
Enzym 1l 1l

Die Inkubationszeit bei 37 °C betrug 5 min. Fir diellstdndige Inaktivierung der

Restriktionsnukleasen schloss sich dem VerdauXmainitige Inkubation bei 80 °C an.

Ligation

Nach dem Restriktionsverdau wurde die linearisi@tA Uber ein Agarosegel separiert,
wodurch die herausgeschnittenen Fragmente entiemtten und eine Autoligation verhindert
werden konnte. AnschlieBend wurden die DNA Molekéles dem Gel eluiert und die
Konzentration photometrisch bestimmt (siehe 4.21H0r die Ligation mittels T4 DNA
Ligase von Insert und Plasmid-DNA wurde stets eolekulares Verhaltnis von Vektor zu

Fragment von 1:1 und 1:5 angesetzt, dies gesclahfalgender Berechnung:

" 1#$% &

Der Ligationsansatz setze sich wie folgt zusammen:

100 ng linearisierte Vektor DNA
X ng Insert DNA

2 ul 10x T4 DNA Ligase Puffer
1U T4 DNA Ligase

Mit Aqua dest. auf 20 pl Endvolumen auffillen.

Der Ligationsansatz wurde 10 min bei 22 °C inkubiend anschlieRend wurden fir die
Amplifikation der entstanden, zirkularen Plasmideekt 5ul dieses Ansatzes fur die

Transformation in kompetente Bakterien verwendet.
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Transformation und Kultivierung von Bakterien

Fur die Amplifikation von Plasmiden wurden diesenachst in chemisch-kompetente
Escherichia coli(One Sha® TOP1Q Invitrogen) Zellen transformiert. Hierzu wurdere d
Bakterien zunachst auf Eis aufgetaut, mit 5-10000gA versetzt und 30 min auf Eis
inkubiert. Daran schloss sich ein 30 sek. Hitzeskhmei 42 °C an, gefolgt von einer erneuten
2 minutigen Inkubation auf Eis. Die transformiert@gllen wurden mit 250 ul SOC Medium
versetzt und bei 37°C und 100 rcf in einem Thermogter fir 2 h inkubiert. Zum
Heranziehen von Einzelkolonien wurden 100 pl derkt&@ensuspension auf mit
Antibiotikum versetzen Agaplatten angeimpft und ruldacht bei 37 °C kultiviert. Am
Folgetag wurden einzelne Kolonien gepickt, in 6®alektivmedium Uberfihrt und erneut
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Wenn bereits segiggte Plasmide transformiert und in
gréReren Mengen benétigt wurden, konnten die eirereKolonie direkt in 300 ml selektiven
LB-Medium uberfuhrt werden. Die Plasmide wurde esder mittels Mini-Praparation oder

Maxi-Praparation isoliert.

Plasmid-DNA Isolation

Entsprechend der Zielsetzung des Versuches wurde Mini-Praparation (QIlAprep Spin
Miniprep) oder eine Maxi-Praparation (HiSpeed Plasriviaxi Kit) entsprechend den
Angaben des Herstellers (Qiagen) durchgefuhrt. @&gsteme beruhen auf dem Prinzip der

alkalischen Lyse.

4.2.2. Proteinbiochemische Methoden

4.2.2.1. Proteinisolierung und Western Blot

Zur Isolation von Proteinen aus Zellen wurden ds®chst trypsinisiert (siehe 4.2.3.1) und
das Pellet anschlieend zweifach mit DPBS gewascli@e Zellen wurde in einer
angemessenen Menge 1-fach Cell Lysis Buffer (NEBgenommen und 5 min auf Eis
inkubiert. Nach der Zytolyse wurden die Zellsusp@md.5 min bei 15000 g zentrifugiert und
der Uberstand, welche die isolierten Protein bdtehabgenommen.

Die Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des 8i@rd Test. Hierzu wurde eine Coomassie-

Brilliant-Blau haltige Bradfordlésung zu dem Proigsat gegeben. Das Bradford-Reagenz

reagiert dabei mit den kationischen und unpolareiteSketten der Proteine und bildet einen

Farbstoff-Protein-Komplex, was zu einer Verschigbuter Absorptionswellenlange von

470 nm auf 595 nm fuhrt. Diese Absorption konntdtets Spektrometer photometrisch

detektiert werden und wurde anschlie3end fur die&@eung der Konzentration verwendet.
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Anschlie3end wurden 20-70 pg Protein, in Abhangigkder Kammgrof3e des Acrylamid-
Gels und des Zielproteins in 1-fach Ladepuffer aofgnmen und 10 min bei 95 °C
denaturiert. Da im Ladepuffer-Mercapthoethanol enthalten ist, wird durch daskaahen
der Probe das Protein entfaltet, denaturiert und @isulfidbriicken aufgespalten.
Natriumdodecylsulfat (SDS), fuhrt zusatzlich zu ezirkonstanten, negativen Ladung der
Proteine. Dies ermdglicht es die Proteine ihrer ekglaren Masse nach in einer SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) bei 160-V aufzutrennen.

An diesem Elektrophoreseschritt schloss sich eimtewex an, welcher den einstiindigen
Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf eine PMBmbran vorsah. Hierzu wurde das
halbtrockene dgemi-dry Blotverfahren angewendet. Der Aufbau erfolgte adem

sogenannten Sandwichprinzip, welches wie folgt ldge¢ihrt wurde: a) Auflegen des mit
Blotpuffer durchtrankten, extra-dicken Filterpagieuf die Anodenplatte, b) Positionierung
der Membran, c) Auflegen des SDS-Polyacrylamidg@lsbschlieRend wurde eine weitere

Lage extradickes Filterpapier aufgelegt. Der Priitansfer erfolgte fiir eine Stunde bei 15V.

Nach dem Transfer wurde die Membran fir 1h mit M%germilch / TBS-T blockiert und
anschlieBend 3 x mit TBS-T gewaschen. Im Anschkréslgte die Zugabe des priméren
Antikorpers, welcher in Blockierungspuffer verdimmtirde (siehe 4.1.7). Dieser inkubierte
Uber Nacht bei 4 °C. Am drauffolgenden Tag wurdeRlet 3 x mit TBS-T gewaschen und
anschlieBend mit dem Sekundarantikdrper, welchenfalls in Blockierungslosung verdiinnt
wurde, fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. DietiR@rperbindung wurde mittels ECL
(enhanced chemiluminescehcasualisiert. Hierbei wird durch die an den ZvesitikGrper
konjungierte Peroxidase das Substrat Luminol oxidi®odurch es zur Chemolumineszenz

kommt, welche mittels des FusionFX7 Systems (P¢glatektiert werden kann.

4.2.2.2. Zymographie

Die durchgefiihrte Gelatine-Zymographie dient denchveeis der proteolytischen Aktivitat
der Gelantinasen MMP-2 und MMP-9 (Matrix-Metalloprasen). Da diese Proteasen
sekretiert werden, wurden die im konditionierten dilen enthaltenen Proteine unter
denaturierenden (mit SDS) aber nicht unter redemsen (ohne -Mercapthoethanol)

Bedingungen (ber SDS-PAGE elektrophoretisch awfgetr Hierbei enthielt das

Polyacrylamid-Gel denaturiertes Kollagen (Gelating)s Substrat fir die Matrix-

Metalloproteasen. Nach der elektrophoretischen raAnftung der Proteine, wird das SDS
durch eine 15-mindtige Inkubation mit 2,5% Tritgat00 entfernt, wodurch eine

Renaturierung der Proteasen bewirkt wird. Nach z®eninltigen Waschschritten mit
51



Materialien und Methoden

Substratpuffer wurden die Gele in eben diesem Satpsiffer Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Hierbei wird die Gelatine enzymatisch durch die atenerten MMPs degradiert. Am

darauffolgenden Tage wurden die Gele mit Aqua dgsivaschen und die Proteine darin
durch einen 15-mindtigen Inkubationschritt in Fraegs-/Entfarbungspuffer (siehe 4.1.12)
fixiert. Die proteolytische Aktivitat kann durch Gmassie-Blau Farbung visualisiert werden.
Hierbei sind die Grof3e und Intensitat der klaremd&ga (degradiertes Kollagen) im blauen
Gel ein Malf3 fur die enzymatische Aktivitat der MMPs

4.2.3. Zellbiologische Methoden
4.2.3.1. Kultivierung von Melanomzellen

Auftauen von kryokonservierten Melanomzellen

Die aus dem Stickstoff entnommen Zellen wurden im°G warmen Wasserbad schnell
angetaut und anschliel3end in komplementiertes REBM0 Medium Uberfihrt. Nach einem
5-minitigen Zentrifugationsschritt bei 800 rcf warder Uberstand verworfen und die Zellen
in komplementierten RPMI 1640 resuspendiert, ireefiellkulturflasche tberfuhrt und im

Brutschrank unter Normalbedingungen kultiviert.

Kultivieren und Passagieren von Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden, stets bei 37ut@ 5 % CQ in komplementierten RPMI
1640 kultiviert. Eine Konfluenz von 80% wurde nibeiischritten. Zum passagieren wurde
das Medium abgesaugt, die Zellen mit DPBS gewasalreh anschlieend mit 0,05 %
Trypsin-EDTA versetzt. Die abgelosten Zellen wur@aschlieend in Kultivierungsmedium
aufgenommen und 5 min bei 800 rcf zentrifugiertr Dderstand wurde verworfen und die

Zellen in einem Zelllinien-spezifischen Split-Veltmés wieder ausgesat.
Die Zellzahl wurde mittels automatisierten TC20IZzghler (BioRad) bestimmit.

Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen in 1 ml Einfrierchem (siehe 4.1.12) suspendiert und in
Kryo-Roéhrchen tberfuhrt. In einem mit Isopropanefiditen Kryo-Einfrier-Behalter wurden
die Zellen bei -80 °C eingefroren und anschliel3emélissigstickstoff gelagert.

Generierung von Einzelzellklonen
Einzelzellklone wurden durch das Verfahren der tienien Verdinnung generiert. Hierzu

wurden die Zellen so verdinnt, dass sich in 20Ryltivierungsmedium statistisch nur eine
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Zelle befindet, diese 200 pl wurden anschlieRenctine Vertiefung einer 96-Well Platte
ausplattiert. Das Kultivierungsmedium mit Antiblatim wurde alle 3 Tage gewechselt.
Herangewachsene Einzelzellklone wurden trypsiniend nach und nach in grol3ere
Kultivierungseinheiten tberfuhrt. Letztlich wurdée dExpression von CEACAML1 auf der
Oberflache der Einzelzellklone mittels Durchfludsmyetrie Gberpruft und die positiven

Klone weiter kultiviert.

4.2.3.2. Transfektion humaner Zellen

Fur eine effektive Transfektion der Zellen ist eioptimale Konfluenz erforderlich. Aus
diesem Grund wurden die Zellen mit einer Zelllingpezifischen Zellzahl 24 h vor der
Transfektion in einer 6-Well Platte so ausgesagsdaum Zeitpunkt der Transfektion die
Zellen eine Konfluenz von ca. 80 % besalRen. Amutfnigenden Tag wurde das Medium
der Zellen durch 2 ml frisches Kultivierungsmediwgrsetzt und unter Verwendung des

Transfektionsreagenz jetPRIME die Zellen mit siRblder Plasmiden transfiziert.

Hierzu wurden 110 pmol siRNA zu einer Endkonzerdgratzon 50 nM bzw. 2 pg DNA in
200 pl jetPRIME Puffer verdinnt. Anschlie3end wurdeul jetPRIME Transfektionsreagenz
gegeben, 10 sek. auf dem Vortexer geschuttelt indd min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach dieser Inkubationsphase wurde der Transfektion tropfenweise zu den Zellen
gegeben und durch schwenken gut vermischt. Andtgnié wurde die gesamte Multiwell-
Platte 5 min bei 130 rcf zentrifugiert. Nach 24 hurde das Medium durch frisches
Kultivierungsmedium ersetzt und die Zellen fir Hendtigte Zeit unter Standardbedingungen

inkubiert.

Zur Generierung von stabilen Zellklonen, wurden dedlen 48 h nach Transfektion unter
selektiven Bedingungen kultiviert. Hierzu wurden m@i/ml Geneticinsulfat dem

komplementierten Kultivierungsmedium zugegeben.hiNbg-tagiger Selektion wurde durch
limitierte Verdinnung (siehe 4.2.3.1) Einzelklonengriert, welche stets unter selektiven

Bedingungen kultiviert wurden.

4.2.3.3. XCELLigence

Das xCELLigence System der Firma ACEA BioscienceBt®ine markierungsfreie Methode
dar, Zell - Proliferation, - Migration, - Invasioand Zelltod in Echtzeit zu analysieren.
Hierbei befinden sich am Boden der Multiwell-PlafEePlatten) bzw. zwischen 2 Transwells
(CIM-Platten) Mikrogoldelektroden durch welche, wend der Messung ein elektrischer
Strom mit einer Spannung von 30 mV geleitet wird.definierbaren Intervallen misst das
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Gerat die Veranderungen des Wechselstromwiderssamdeschen diesen Elektroden. Die
Impedanz der Elektroden wird zum einen durch dieetalichte des Mediums beeinflusst und
zum anderen durch adharente Zellen. Wenn Zellediaklektroden adhéarieren, wirken sie
wie eine Art Isolator, was zu einem Anstieg der éa@nz fuhrt. Durch Bestimmung der
Impedanz kann nun die Zellzahl, sowie morphologsibhw. physiologische Veranderungen
der Zellen analysiert werden. Hierbei verandert sie Impedanz durch die Anderung in der
Anzahl der adharenten Zellen, durch GréRBenverandemieser Zellen als auch durch

Veranderungen in der Adhasionsstarke.

Der Zellstatus wird vom Gerat als Zellindex (Clgageben, hierbei handelt es sich um einen

dimensionslosen Parameter, welcher die Veranderdeg Wechselstromwiderstandes

beschreibt.
o )rt),
( "&
Z Impedanzwert des Messpunktes
Zo Impedanzwert des Startzeitpunktes

Proliferationsanalysen

Die Zellen wurden 48 h vor dem Start des Experisentausgesat, dass sie am nachsten Tag
eine 80 %ige Konfluenz aufwiesen. Am darauffolgendéag wurden die Zellen
abtrypsinisiert und die Zellzahl bestimmt (siehe2.3.1). Zunéchst wurden 50 pl
Kultivierungsmedium in alle Vertiefungen einer Eaté gegeben und dero 2Wert
(Hintergrund) ermittelt, daraufhin wurden 2¥1@ellen in 100 pl Kultivierungsmedium

zugegeben und die Messung gestartet.

Migrations- und Invasionsanalysen

Fur die Analyse der Zellmotilitat wurden die Zelld® h vor dem Experiment in einer
Zelldichte ausgesat, dass am Folgetag eine Kordlwem ca. 80 % erreicht war. 24 h vor
dem Versuch wurde das Kultivierungsmedium entfedig, Zellen mit PBS gewaschen und
durch Hungermedium ersetzt. AnschlieBend wurden dadlen erneut 24 h unter
Standardbedingungen inkubiert. Fir die Motilitatgeen wurden CIM-Platten verwendet,
welche aus einer unteren und einer oberen Kamnsteheen, die durch Goldmikroelektroden
getrennt werden. Die Elektroden sind mit einer Ksitaéfschicht auf der Oberseite
beschichtet, so dass nur durch die Elektroden gaevém Zellen auf der Unterseite der

Elektroden detektiert werden.
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a. Migrationsanalyse

Zunachst wurde 160 pl FCS-haltiges Medium in didIS\@er unteren Kammer gegeben und
die CIM-Platte assembliert. In die Vertiefungen ddreren Platte wurde zuné&chst 50 pl
Hungermedium geben und anschiel3end die Hintergrassinmg durchgefuhrt. Danach
wurden 1,2*18 Zellen in 100 pl Hungermedium in den oberen Teil Blatte hinzugeben und

die Messung gestartet.

b. Invasionsanalysen

Zur Untersuchung der Invasionsfahigkeit von Melarelten wurde
wachstumsfaktorreduziertes Matrigel als Ersatzdi@r extrazellulare Matrix verwendet. Es
wurden zunéachst in jede Vertiefung der oberen Kanfiqul Matrigelverdiinnung (1:60 mit
Hungermedium) geben und direkt 30 ul wieder abgenem Dieser Schritt stellt sicher, dass
sich die Matrigelverdiinnung optimal im Well vertaihd die Mikroelektroden komplett von
der extrazellularen Matrix umgeben sind. Anschirel3e/urde der obere Teil der CIM-Platte
4h bei 37 °C inkubiert, in dieser Zeit polymerisiedas Matrigel aus. Nach dieser
Polymerisationsphase wurde 160 pl FCS-haltiges tdadin die Kammern des unteren
Plattenteils gegeben und die Platte assemblierscllre3end wurde &quivalent zu den
Migrationsanalysen 30 pl Hungermedium zugegebean Hilntergrundmessung durchgefihrt,

100 pl Hungermedium mit 1,2*2@ellen hinzugegeben und die Messung gestartet.

Jede Messung erfolgte in Triplikaten. Die Zellireicwurden wahrend den ersten 8 h alle

5 min und anschiel3end alle 15 min gemessen.

Zytotoxizitatsanalysen

Um die NK-Zell-vermittelte Zytolyse von Melanomzsii zu messen, wurden die
Effektorzellen und die Zielzellen in einer E-Pl&lé Platte ko-kultiviert. Hierzu wurden
zunachst 50ul Normalmedium in die Wells einer B°146 vorgelegt und der Leerwert
gemessen, anschlieRend wurden 2¥@lanomzellen in 100 pl Medium, die zuvor 48 h bis
zu einer Konfluenz von 80% kultiviert wurden, higegeben und 10h unter
Normalbedingungen inkubiert. Der Zellindex wurddeallO min gemessen. Nach der
Inkubation wurden die zuvor isolierten und mindast@4 h mit IL-2 aktivierten NK-Zellen
(Isolation, siehe 4.2.5.1 und 4.2.5.2) in einenzgmehen Effektor zu Zielzell-Verhaltnis in
50 pul Normalmedium hinzugegeben. AnschlieRend wulidePlatte erneut fir 24 h in den

Inkubator gestellt. Die spezifische Lyse wurde béenach folgender Formel berechnet:
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nCl  normalisierter Zellindex (normalisiert auf Zainkt der NK-Zell-Zugabe)

4.2.3.4. Soft-Agar Kolonie-Assay

Ein charakteristisches Merkmal maligner Tumorzelish das autonome Wachstum ohne
Kontakt zu einem spezifischen Untergrund. Dieseidiiit der Melanomzellen kann mittels
Soft-Agar-Assay untersucht werden. Hierbei wurde¥b Noble-Agar mit 2-fachem RPMI
(siehe 0) 1:1 vermischt und jeweils 1 ml diesesn@rAgars in einem 6-Well verteilt. In der
Zwischenzeit wurde 0,4 %iger Top-Agar mit 2-faché®MI 1:1 vermischt, was eine
0,2 %ige Endkonzentration ergibt. Hierzu war esgibeide Agarsorten auf 40 C zu erhitzen.
Nach der Aushartung wurden die zu analysierendderZabtrypsinisiert und 2500 Zellen in
0,2 %igen Top-Agar aufgenommen und auf dem GrundrAagsplattiert. Nach ausharten des
Top-Agars bei Raumtemperatur wurden 500 pl Kultiggsmedium auf dem Top-Agar
gegeben und woéchentlich gegen frisches Medium &asgeht. Nach 14 Tagen wurde ein
zufallig gewahlter Quadratzentimeter mittels ZeigscioObserver.Z1 und Apotome
Mikroskop fotografiert und die Anzahl, sowie die dBe der Kolonien bestimmt. Als

Kolonien wurden Zellaggregate mit einem Durchmes8@rum definiert.

4.2.4. Immunhistochemie (IHC)

Zur Evaluierung der zellularen Lokalisation von temen in den zu analysierenden
Melanomzellen wurden indirekte Immunfluoreszenzfigugen angefertigt. Hierbei wird das
Zielprotein mittels monoklonalem bzw. polyklonaleAntikorper markiert. Monoklonale

Antikdrper erkennen ein spezifisches Epitop defpfageine wahrend polyklonale Antikdrper
spezifische fur zwei oder mehr Epitope sind. ZusWdlisierung der primaren Antikdrper
wurden sekundare Antikorper verwendet, an welclneFRéloreszenzfarbstoff gekoppelt ist
und die gegen den Organismus gerichtet sind, irchveeh der erste Antikorper generiert

wurde.

4.2.4.1. Standard-Farbeprotokoll

Zunachst wurden die Zellen fir zwei bis drei Tagé Beckglasern in einer 24-Well Platte
kultiviert. Wenn die gewiinschte Konfluenz erreietdir wurden die Deckglaser, mit den
Zellen darauf, 2-fach mit PBS gewaschen und arefgéid 30 min in 3 % (w/v) BSA / PBS
blockiert. Nach der Blockierung wurde der Erstabrger in 1,5 % (w/v) BSA / PBS verdinnt

(Verdinnungsverhéltnis siehe 4.1.7) und die Zelileer Nacht bei 4 °C in einer feuchten
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Kammer zusammen mit dem primaren Antikorper inkabiem darauffolgenden Tag wurden
die Deckglaser erneut 2-fach in PBS gewaschen under feuchten Kammer 1 h bei
Raumtemperatur zusammen mit dem ZweitantikOrpeubiget. Abschlieend wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und ggf. 10 min mit DAPIQ00) in PBS inkubiert um das
Chromatin und damit die Zellkerne zu markieren. [Qefarbten Zellen wurden mittels

Fuoromount-G eingedeckt und bis zur mikroskopischeswertung bei 4 °C gelagert.

4.2.4.2. CEACAM1 und Phalloidin Co-Farbung

Die Zellen wurden bis zu einer 80 %-igen Konflueaaf Deckglésern kultiviert und
anschlieBend 2 x 5 min. mit PBS gewaschen. Nachl8eminutigen Fixierung mit 3 %
Paraformaldehyd, wurden die Zellen 3-fach mit PB®@schen und permeabilisiert. Hierzu
wurden sie 2 min mit 0,05 % Triton-X-100 (in Aquiest.) behandelt. Die Markierung des F-
Aktins geschah mittels Phalloidin. Die Zellen wundait 0.025 mg/ml Phalloidin in PBS in
einer feuchten Kammer fir 15 min bei 37 °C inkubiémschlielend wurden die Zellen 3-
mal fir 10 min mit PBS gewaschen und wie in 4.2&llart fir CEACAM1 gefarbt und

eingedeckt.

4.2.5. Immunologische Methoden

4.2.5.1. Isolierung mononuklearer Zellen des peripheren Blugs

Die Separation der peripheren, mononukledren Bletze(PBMCs) aus Buffy-Coats
gesunder Spender erfolgte Uber einen Dichtegragherei einem ,Buffy-Coat* handelt es
sich um die zellularen Bestandteile einer 500 mllibfiatspende, diese werden durch
Zentrifugation vom Plasma und der erythrozytareaserdes Blutes separiert. In einem 50 ml
Reaktionsgefall wurden 15 ml Biocoll (1,077g/ml) lwdg vorgelegt und diese mit 35 ml
Buffy-Coat  Verdinnung (1:1 mit PBS) (berschichtetim anschlieRenden
Zentrifugationsschritt (30 min, 1200 g, ohne Brejnserden die Zellen entsprechend ihrer
Dichte aufgetrennt, wobei sich drei Schichten li#de Die Granulozyten und Erythrozyten
werden pelletiert, in der farblosen Interphase akkiieren die PBMCs und der Uberstand
besteht aus Thrombozyten und Blutplasma. Die PBM@slen mithilfe einer Pasteurpipette
abgenommen und erneut fir 10 min bei 300 g zegidftt Die pelletierten Zellen wurden in
50 ml PBS resuspendiert und die Zellzahl bestimhmischliel3end wurden die PBMCs in

% Die Buffy-Coats wurden vom Institut fiir Transfusmedizin des Universitatsklinikum Essen zur Veufilgy
gestellt.
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einer Dichte von 3 x f0Zellen pro ml ausgesat und unter Standardbediregunig

Normalmedium, versetzt mit 20 IU/ml Interleukind2-Q) bis zu einer Woche lang kultiviert.

4.2.5.2. Isolierung NK-Zellen aus PBMCs

NK-Zellen wurden mittels MACS _(magnetic cell sog)n— Technologie aus dem zuvor
gewonnen PBMCs (siehe 4.2.5.1) separiert. Hierbeiddn Antikorper, welche an

magnetische Partikel konjungiert sind, an spezigscEpitope auf der Oberflache der Zellen
und durch Anlegen eines magnetischen Feldes wahdandEluation, werden die so

markierten Zellen zurtickgehalten.

Fur die Isolierung der NK-Zellen wurden mittels she Methode zunéchst die CD3 positiven
(T-Zell-spezifischer Marker) Zellen depletiert uadschlielend die CD56 positiven Zellen
separiert. Hierzu wurden die PBMCs mit PBS gewasclgezahlt und bei 1000 rcf 5 min
zentrifugiert. Die Zellen wurden anschlieend i® | MACS-Puffer resuspendiert und
zusammen mit 15 pl CD3 spezifischen MACS-Mikrobeglsld Zellen 20 min auf Eis
inkubiert. Dieser Ansatz wurde zweifach mit MACSffeu gewaschen und die markierten
Zellen in 3 ml MACS Puffer auf die entsprechendeazielons-Saulen gegeben, welche zuvor
mit 3 ml MACS-Puffer aquilibriert wurden. Die Saolevurden zweifach mit 1 ml MACS-

Puffer gespult, so dass nur die CD3 negativen @d@leiert werden konnten.

Der Durchfluss, welcher die CD3 negativen Zellethiit, wurde zentrifugiert und in 800 pl
MACS-Puffer resuspendiert. Es wurden erneut 15 Pb& spezifischer MACS Mikrobeads
zugeben und anschliel3end erneut 20 min auf Eisbiaku Nach zweimaligen waschen der
Zellen mit MACS-Puffer wurden die Zellen auf dievou &quilibrierte Seperations-Saule
gegeben. Alle CD56 positiven Zellen wurden auf @ruhrer magnetischen Markierung
zuruckgehalten, wahrend alle negativen Zellen sich Durchfluss befanden. Nach
zweimaligen Spilen der Saule mit 3 ml MACS-Puffenrden die Zellen eluiert. Hierzu
wurde die Saule vom Magneten entfernte, 5 ml Kidtisngsmedium auf die Saule gegeben
und mit Hilfe des, zur Saule gehérigen, StempeadsZdillen von der Saule gespult. Die Zellen
wurden erneut pelletiert und anschlieBend mit eidelidichte von 3 x 19 Zellen pro ml
Kultivierungsmedium mit 200 U IL-2 fur 1-7 Tage ten Standardbedingungen kultiviert.

4.2.5.3. CFSE/7-AAD-basierter Zytotoxizitatsassay
Unter Verwendung der Farbstoffe Carboxyfluoresdeiacetat Succinimidyl Ester (CFSE)
und 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) wurde die NK-Zelermittelte Lyse von

Melanomzellen durchflusszytometrisch quantifizidindchst wurden Rundboden-96-Well
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Platten mit poly-Hema beschichtet, um eine AdhadenMelanomzellen zu verhindern. 1 g /
ml poly-Hema wurde in 50 ml Ethanol bei 65 °C geldisd anschlie3end in die Vertiefungen
der Multiwellplatte gegeben. Nach dem Verdampfenldesung konnten die Platten bei 4°C
bis zum Start des Versuches gelagert werden. Damden 1 x 1® Melanomzellen mit
20 nM CFSE markiert. Hierbei wurden 2 xZellen in 1 ml PBS aufgenommen, mit 20 nM
CFSE in DMSO versetzt und 10 min bei 37 °C inkubi#um Abstoppen der Reaktion wurde
1 ml FCS und 8 ml PBS zugegeben. Anschlielend wutie Zellen erneut mit PBS
gewaschen und gezahlt. Die zuvor isolierten NK-&tel(4.2.5.2) wurden ebenfalls gezéhlt
und entsprechend dem Effektor zu Target-Verhéalmdie jeweiligen Vertiefungen in 100 pul
Kultivierungsmedium vorgelegt. Fiir die Ko-Kultiviexg wurden anschlieRend 5 x*Zellen

in 100 pl zu den NK-Zellen gegeben und unter Statimdingungen 2 h 40 min inkubiert.
Um die toten Zellen zu visualisieren, wurden didlefe pelletiert, in 250 pl 1 x 7-AAD

aufgenommen, 20 min auf Eis inkubiert und ansckleldm Durchflusszytometer gemessen.

Die prozentuale, spezifische Lyse wurde wie folgteehnet:

32 ) +2-. )
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4.2.5.4. Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie lassen sich, underwendung fluoreszenzmarkierter
Antikdrper, quantitative Aussagen uber die Expassierschiedener Oberflachenmolekile
auf Zellen treffen. Die Zellen wurden zunachst siggsiert (4.2.3.1) und anschlie3end
wurden 2 x 18Zellen in 200 ul FACS-Puffer (siehe 4.1.12) resustert. Die Zellen wurden
anschlieRend bei 130 rcf 5 min zentrifugiert. Naem Verwerfen des Uberstandes wurden
die Zellen 2-fach mit FACS-Puffer gewaschen und 50 ul FACS-Puffer mit einer
entsprechenden Konzentration (siehe 4.1.7) an peimantikorper resuspendiert. Nach einer
einstindigen Inkubation auf Eis wurden die Zelleneet pelletiert und 2-fach mit FACS-
Puffer gewaschen. Zur Detektion des primaren Ampkis, wurden die Zellen in 50 pl
FACS-Puffer mit sekundéarem Antikérper aufgenomntameut wurden die Zellen auf Eis fur
30 min inkubiert. AbschlieRend erfolgten drei west&Vaschritte und abschlie3end wurden
die Zellen in 250 pul FACS-Puffer mit Propidiumiod{d,5 pg/ml) aufgenommen und in ein
spezielles Durchflusszytometrie-Gefal3 Uberfuhrtrddudie Zugabe des Propidiumiodids
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konnten apoptotische Zellen diskriminiert werden.ie D MFI Werte (mittlere

Fluoreszenzintensitaten) wurden fur die statisas&bhswertung verwendet.

4.2.6. Statistische Auswertung

Der statistische Vergleich von quantitativen Expr@sswerten zweier Gruppen wurde mittels
Mann-Whitney U Test durchgefihrt. Der Einstichpnoli€lTest gegen den hypothetischen
Wert 0 wurde durchgefihrt, wenn eine der zu vecblenden Gruppen den Wert Null erhielt.
Kaplan-Meier Uberlebenskurven wurden in Kooperatimit Prof. Dr. André Scherig
angefertigt. Hierbei wurden die verschiedenen Geappittels log-rank Statistik verglichen.
Bei allen weiteren Versuchen wurden die Mittelwevten mindestens drei unabhéngigen
Experimenten mit dem entsprechendem Standardféh&#M) dargestellt und jeweils zwei
Gruppen mittels StudenttsTest verglichen.

Alle dargestellten p-Werte sind nominal und zweigeDie Signifikanzniveaus wurden wie
folgt festgelegt: 5% (p 0,05,%), 1% (p 0,01,**), 0,5% (p 0,005,***). Fur die
statistische Auswertung der Daten wurde das Pragr@raphPad Prism 5.03 verwendet.

* Integriertes Forschungs- und Behandlungszentré)(Sepsis und Sepsisfolgen Center for Sepsis Gloand
Care (CSCC), Universitatsklinikum Jena, Erlangded@ll 0, 07747 Jena
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5. Ergebnisse

Es werden von ca. 59 % der humanen Gene multipl&iAsRdurch alternatives Spleil3en
generiert (34), so auch von CEACAML1. Die folgendear CEACAM1-Spliel3varianten
konnten bisher im humanen System identifiziert wafdCEACAM1-3S, CEACAM1-3L,
CEACAM1-4S und CEACAM1-4L. Weiterhin wurde beretjgzeigt, dass das alternative
Spleil3en die Translationsregulation modulieren kamfterdem die Stabilitat der mRNA, die
Lokalisation und Funktionalitat der kodierten Pnogebeeinflusst (35). Basierend auf diesen
Erkenntnissen stellt sich nun die Frage nach delogischen und klinischen Relevanz des
alternativen Spleilens von CEACAML. In dieser Arbeiurden die unterschiedlichen

zellularen Effekte der CEACAM1 Splei3varianten imalignen Melanom analysiert.

5.1. Expressionsmuster der CEACAML Isoformen im malignerMelanom

Die Splei3varianten von CEACAM1 unterscheiden siclder Anzahl ihrer IgG-ahnlichen,
extrazellularen Domanen und der Lange ihrer zywpktischen Domanen. Im malignen
Melanom stellt CEACAML1 ein neo-Epitop dar, da esMaelanozyten nicht exprimiert wird
(152). Die Expressionsverhéltnisse aller vier CEAQA Isoformen wurden in ihrer
Gesamtheit bisher noch in keiner Tumorentitat agialy. Daher wurde im Rahmen dieser
Arbeit zunachst die Expressionsverhéltnisse von CEWM1-4L, CEACAM1-4S,
CEACAM1-3L und CEACAM1-3S in Melanomzelllinien und-biopsien mittels
semiquantitativer RT-PCR evaluiert. Auf Grund deohén Anzahl an Polymorphen-
Sequenzabschnitten (SNP-Sequenzen) in der CEACAMhuéhz und der hohen
Sequenzhomologie der einzelnen Isoformen unterderamar es nicht moéglich eine Isoform-
spezifische quantitative RT-PCR zu etablieren. Ddtssieren die folgenden Daten auf der
Durchfiuhrung von semi-quantitativen Analysen m#t&T-PCR. Die Primer wurden so
gewahlt, dass der Leitstrangprimer vor der A2-Doenénd der Folgestrangprimer am Ende
der zytoplasmatischen Domane hybridisiert. Bei @ie®T-PCR entstehen daher vier
unterschiedlich lange PCR-Produkte, welche jewléilseine CEACAM1-Isoform spezifisch
sind (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Primerloklisation fiir die semi-quantitative RT-PCR zur Analyse der
CEACAM1 Isoformen-Expression

Die Bindestellen fir die verwendetet Primer sind laien Beispiel von CEACAM1-4L und CEACAM1-3S dargektdDie
Primer wurden so gewéhlt, dass durch das Vorhaedtehgw. die Abwesenheit der A2-Doméane (untersatetsvischen
CEACAM1-4 und CEACAM1-3) und die variable Lange detapfasmatischen Doméne (unterscheidet CEACAM1-L und
CEACAML1-S) vier unterschiedlich lange Produkte im BER entstehen, welche anschlielend densitometyisatitifiziert
werden konnten. CEACAM1-4L=779 bp; CEACAM1-4S=726 bfEACAM1-3L=491 bp; CEACAM1-35=438 bp. Die
blauen Pfeile reprasentieren die einzelnen Doméadienprangen Dreiecke die gewahlten Primer. 1,stribgprimer; 2,
Folgestrangprimer; N, N-terminale Doméane; Al,B,ABn&tante Ig-ahnliche Domanen; TM, transmembrane d&emcC,
zytoplasmatischer Teil.

Insgesamt wurden 46 Zelllinien, welche aus Melanatastasen von Stadium Il und IV
Patienten etabliert wurden, auf ihre Expression d&rzelnen CEACAM1 Isoformen
untersucht. Hierzu wurden semi-quantitative RT-PGRschgefuhrt und die jeweiligen
Bandenintensitaten mittels ImageJ Software densitosch quantifiziert. Dabei konnte
CEACAML in 33 von 46 (72 %) Melanomzelllinien detiekt werden, wobei CEACAM1-4L
die hochste Abundanz aufwies (Tabelle 4). Weiterhin erwahnen ist, dass in allen
analysierten Zelllinien die L-Varianten stets s#irk exprimiert wurden als die
korrespondierenden S-Varianten. Zudem wurde eidekeste Expression der Varianten
CEACAM1-4L und CEACAM1-4S verglichen zu den CEACAML Varianten detektiert
(Tabelle 4).

Basierend auf den unterschiedlichen Passagenanzabseultierend durch die verschiedenen
Kultivierungszeitraume, lassen sich die in Tabdllaufgelisteten Melanomzelllinien in zwei
Gruppen unterteilen. Die erste Gruppe zeichnetdichh niedrige Passagenzahlen (Passagen
<10) aus, wohingegen die Zellen der zweiten Grupjieere Passagenzahlen (Passagen >30)
aufwiesen. Alle Zelllinien mit dem Namen ,UKE-Meliwurden weniger als 10 mal
passagiert, wahrend alle Zelllinien mit der Bezeiatg ,Ma-Mel,, sowie die Zelllinien A375
und UKRV-Mel-15a zwischen 30 und 120-mal passagientden. Es zeigte sich, dass die
Starke der Expression von CEACAM1-3S (p=0,0132) GachACAM1-3L (p=0,0005) mit der

Anzahl an Passagen korrelierend ansteigt (Abbildyng
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Tabelle 4: Expression der CEACAML1 Spleil3varianten inMelanomzelllinien

Fur die Expressionsanalyse wurden die Intensitdemi-quantitativer RT-PCR Banden densitometrisch
mittels ImageJ Software quantifiziert.

Weil3: keine Expression; Hellgrau: geringe Exprasgid®25 mittlere Pixelintensitat]; Dunkelgrau: Mittlere
Expressionsstarke 85 mittlere Pixelintensitat]; Schwarz: Hohe Expresg 85 mittlere Pixelintensitat]

Zelllinie CEACAM1-3S CEACAM1-3L CEACAM1-4S CEACAM1-4L Lokalisation der Metastase

A375
Ma-Mel-8blV
Ma-Mel-16
Ma-Mel-37a
Ma-Mel-45a

Ma-Mel-48a

Ma-Mel-48b
Ma-Mel-57

Ma-Mel-63a Haut
Ma-Mel-65 Lymphknoten
Ma-Mel-66b Haut
Ma-Mel-86a Lymphknoten
Ma-Mel-86b Lymphknoten
Ma-Mel-86¢ Lymphknoten
Ma-Mel-94 Lymphknoten
Ma-Mel-114 i
Ma-Mel-142a

Ma-Mel-174a

UKE-Mel-1a

UKE-Mel-2a

UKE-Mel-3a Haut
UKE-Mel-4a Haut
UKE-Mel-5a Haut
UKE-Mel-6a Haut
UKE-Mel-7b Haut
UKE-Mel-7g Haut
UKE-Mel-8a Haut
UKE-Mel-9a Haut
UKE-Mel-10a Haut
UKE-Mel-11a

UKE-Mel-14a

UKE-Mel-14b

UKE-Mel-15a

UKE-Mel-16a

UKE-Mel-18a

UKE-Mel-19a Haut
UKE-Mel-20a Haut
UKE-Mel-21a Lymphknoten
UKE-Mel-22a Haut
UKE-Mel-23a Haut
UKE-Mel-24a Haut
UKE-Mel-26a Lymphknoten
UKE-Mel-27a Haut
UKE-Mel-28a Haut
UKE-Mel-29a Bindehaut
UKRV-Mel-15a Haut
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Abbildung 5: Die relative Expression der CEACAM1-3 Ioformen steigt mit der Passagenanzahl

Von (A) CEACAM1-3S,(B) CEACAM1-3L, (C) CEACAM1-4S undD) CEACAM1-4L wurden die Expressionen relative
zu Gesamt-CEACAM1 mittels semi-quantitativer RT-PCRitefh. Hierbei wurden Zelllinien, welche wenigds d0-mal
(niedrig) oder mehr als 30-mal passagiert (hoch)dem mittels Student’s t-Test statistisch vergiiches., nicht signifikant;
*n 0,05, ***p 0.001

Um die klinische Relevanz der einzelnen CEACAM1e8plarianten im malignen Melanom
besser zu verstehen, wurden 51 Tumorbiopsien vdaridmpatienten aus unterschiedlichen
klinischen Stadien (nach AJCC Kriterien, (3), Tébel5 ) auf ihre CEACAM1
Isoformenexpression untersucht. Hierbei wurden 5n(88%) der 51 analysierten Biopsien

eine CEACAML1 Expression nachgewiesen (Tabelle 5).

64



Ergebnisse

Tabelle 5: Expression der CEACAML1 Isoformen in Biopsen von Melanompatienten und korrespondierende
Patientencharakteristika
Abkurzungen: y, Jahre; mm, Millimeter; N, Anzahl

Biopsien positiv fur die jeweiligen CEACAML1 Isoformen

Total CEACAM1-3S CEACAM1-3L CEACAM1-4S CEACAM1-4L
(N=51) (N=26) (N=38) (N=40) (N=45)

Alter bei Exzision [y]

Mittelwert 62 62 59 60 61

Verteilung 34-90 34-85 34 -85 34-90 34-90
Geschlecht

Ménnlich 28 13 20 22 24

Weiblich 23 13 18 18 21
Klinisches Stadium

Stadium I /11 8 0 1 4 4

Stadium IlI 21 8 17 17 20

Stadium IV 22 18 20 19 21
Breslow Tiefe [mm]

pT1 ( 1.00) 9 3 3 4 5

pT2 (1.01-2.00) 13 10 11 11 13

pT3 (2.01-4.00) 14 6 12 12 12

pT4 (> 4.00) 9 5 7 8 9

unbekannt 6 2 5 5 6
Lokalisation

Haut 42 21 30 33 36

Andere 9 5 8 7 9
Ulzeration

Ja 18 7 13 15 17

Nein 13 10 11 10 11

unbekannt 20 9 14 15 17

° entsprechend den AJCC Kriterien von 2010

In lediglich einer der funf analysierten BiopsieonvStadium | Patienten konnte CEACAM1-
4L und CEACAM1-4S detektiert werden, wahrend distliehen vier Biopsien keine
CEACAML1 Expression zeigten (Tabelle 6). Die laegstoform, CEACAM1-4L zeigte die
hdchste Abundanz aller Isoformen (88%), sie konmtallen CEACAM1-positiven Biopsien
nachgewiesen werden. Hingegen konnte in lediglinbreBiopsie eines primaren Melanoms
(Stadium [I) CEACAM1-3L, jedoch in keiner dieserdpsien CEACAM1-3S nachgewiesen

werden (Tabelle 6).
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Wie in Abbildung 6 A dargestellt, konnte eine Kdateon zwischen der Expression der
CEACAM1-3 Isoformen und der Tumorprogression naghgeen werden. Mit steigendem
klinischen Stadium der Melanompatienten konnte signifikanter Anstieg in den
Expressionen der Isoformen CEACAM1-3L (Stadium f£0,002; Stadium IV, p<0,0001
verglichen mit Stadium I/ll) und CEACAM1-3S (CEACAMSS: Stadium Ill, p=0,031;
Stadium 1V, p=0, verglichen mit Stadium I/lIl) detiekt werden (Abbildung 6 A). Die
starksten Expressionsintensitaten der CEACAM1-3otsoen zeigten sich bei der Analyse
der Biopsien von Stadium IV Patienten. Ein Anstilsg Expressionsintensitat wahrend der
Progression von Stadium I/ll zu Stadium Il (p=MP3zeigte sich fur die Isoform
CEACAM1-4L (Abbildung 6 A). Im Gegensatz dazu komnéine solche Korrelation
zwischen Tumorprogression und Expression von CEAQAN nicht nachgewiesen werden.

Verschiedene Studien konnten bereits zeigen, dassvelschiedenen Verhaltnisse von
CEACAM1-S zu CEACAMI1-L (S:L) in Zellen einen Einfle auf die Signallibertragung
ausgehend von CEACAM1 haben (100;101;122;148).eBasd auf diesen Daten wurde im
Weiteren untersucht, ob sich dieses Verhéltnis auden hier analysierten Melanombiopsien
unterscheidet. Hierbei zeigte sich in den fortgatelmen Stadien (lll und IV) ein geringes
CEACAM1-4 S:L-Verhaltnis, verglichen mit den Biopsivon Stadium I/ll Patienten, wobei
kein Unterschied zwischen Stadium Ill und IV deigittwerden konnte (Abbildung 6 B). Bei
den Untersuchungen der CEACAM1-3 S:L-Verhéltnisse@te sich, dass mit steigendem
Stadium auch das S:L-Verhaltnis dieser Isoformesti@n (Abbildung 6 B). Das CEACAM1-
3 S:L Verhaltnis konnte in Biopsien von Stadiunh Fatienten jedoch nicht ermittelt werden,
da primare Biopsien kein CEACAM1-3S bzw. ledigligtine Biopsie CEACAM1-3L

exprimierte (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Quantitative Expressionsanalysen der CEACAM Isoformenexpression in
humanen Melanombiopsien

Aufgelistet sind die Expressionen von CEACAM1-3S, @@M1-3L, CEACAM1-4S und
CEACAM1-4L relative zu Gesamt-CEACAML1 in 8 Biopsiensdgtadium I/1l, 21 Biopsien des
Stadium Il und 22 Biopsien des Stadium IV. Die Bestiung der Pixel-Intensitaten der RT-PCR
Banden erfolgte mittels ImageJ Software.

Expression relativ zu Gesamt-CEACAM1 [%)]

Patient AJCC Stadium CEACAM1-3S CEACAM1-3L CEACAM1-4S CEACAM1-4L

1 | 0,0 0,0 55,3 44,7
2 | 0,0 0,0 0,0 0,0
3 | 0,0 0,0 0,0 0,0

4 | 0,0 0,0 0,0 0,0
5 | 0,0 0,0 0,0 0,0

6 Il 0,0 0,0 30,4 69,6
7 L 0,0 0,0 57,3 42,7
3 Il 0,0 12,3 29,7 58,0
g 1Ll 0,0 10,4 24,7 64,9
10 Il 0,0 15,6 31,6 52,8
11 Ll 0,0 15,4 25,6 59,1
12 Il 0,0 27,0 18,8 54,2
13 1Ll 0,0 0,0 0,0 100,0
14 Il 0,0 0,0 59,8 40,2
15 1Ll 0,0 19,8 26,4 53,8
16 Il 0,0 0,0 0,0 100,0
17 Ll 0,0 10,7 26,7 62,6
18 Il 0,0 5,3 29,9 64,8
19 1Ll 0,0 0,0 0,0 0,0
20 Il 0,0 3,7 32,3 64,0
21 1Ll 0,0 14,4 0,0 85,6
22 Il 0,0 8,6 25,7 65,6
23 Ll 0,5 23,2 18,5 57,8
24 Il 1,4 8,8 36,3 53,5
25 1Ll 2,2 10,6 31,8 55,4
26 Il 4,4 14,4 36,9 44,3
27 1Ll 6,7 15,8 29,1 48,2
28 Il 6,8 7,3 42,1 43,7
29 Ll 11,9 18,0 34,9 35,2
30 \% 0,0 12,5 28,6 56,8
31 W% 0,0 3,5 24,0 72,5
32 \% 0,0 21,1 0,0 78,9
33 \% 0,0 0,0 0,0 0,0
34 \% 0,6 0,0 37,5 62,5
35 W% 0,7 27,5 35,9 36,0
36 \% 2,1 20,2 16,9 60,7
37 \% 2,1 36,1 0,0 63,2
38 \% 2,6 22,2 25,0 50,2
39 \% 2,8 18,5 23,5 55,2
40 \% 3,3 9,4 41,5 45,9
41 W% 3,4 19,7 24,9 52,0
42 \% 3,4 27,8 14,9 53,9
43 \% 3,4 30,4 17,7 48,5
44 \% 51 21,7 28,9 44,3
45 \% 5,5 22,7 17,9 53,9
46 \% 5,9 12,6 38,0 43,4
47 W% 6,4 14,0 31,7 47,8
48 \% 6,6 24,4 17,5 51,6
49 W% 11,2 10,5 27,0 51,4
50 \% 12,1 27,2 27,9 32,8
51 \% 16,8 13,8 34,6 34,8
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Abbildung 6: CEACAM1-3 Expression korreliert mit dem klinischen Stadium, wobei eine erhthte CEACAM1-3S
Expression mit einer besseren Prognose korreliert

(A) Streudiagramme verdeutlichen die relative Expressier CEACAML1 Isoformen in Melanombiopsien relativr z
Gesamt-CEACAM1 Expression. Die Biopsien wurden naem cklinischen Stadium der korrespondierenden Patien
gruppiert (Stadium I/ll, N=8; Stadium Ill, N=21, &lium IV, N=22). Jeder Datenpunkt spiegelt eine Biepvieder.(B)
Dargestellt sind die Verhdltnisse der S-Varianterden korrespondierenden L-Varianten in Biopsies Melanompatienten
verschiedener Stadien. Stadium I/ll: CEACAM1-3 = @iiien, CEACAM1-4 = 4 Biopsien; Stadium Ill: CEACAM1=3
17 Biopsien, CEACAM1-4 = 20 Biopsien; Stadium |IV: CEACAN1= 20 Biopsien, CEACAM1-4 = 21 Biopsien.
Fehlerbalken, Standardfehler des Mittelwerts. Siggmizen wurden mittels Zweistichproben t-Test bbret; auller bei
Gruppe ohne Standardfehler, dann wurde der Einstitien t-Test angewendet (°). 05, **p 0,01; **p 0,001
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Uberlebensanalysen der Melanompatienten zeigtenvanieter Weise, dass Patienten mit
CEACAM1-3S exprimierenden Melanomen ein signifikargrlangertes Gesamttberleben
(p=0,039), im Vergleich zu Patienten mit CEACAM1-3@gativen Tumoren, aufwiesen
(Risikoquotient: 0,43; 95 % Konfidenzintervall [9,1... 0,98]). Fur die Isoformen

CEACAML1-3L, CEACAM1-4L und CEACAML1-4S konnte keirt€orrelation zwischen der

Isoformenexpression und dem Gesamtuberleben nagtggmwwerden (Abbildung 7). Bei der
Durchfuhrung der hier gezeigten Analysen wurde k8ichwellenwert gesetzt, sondern
Patienten deren Biopsien die jeweilige Isoform @rperten wurden mit Patienten verglichen,

deren Biopsien die jeweilige Isoform nicht expringe.

_ CEACAM1-3S -§ CEACAM1-3L CEACAM1-4S
%100. p=0,039 @ 100 p=0,106| 100 p=0,512
— O = o
2 g 80 i) 80| i.
o = O i
< 80 g5 % e T S
© S S 40| e PR 40
< IS g
? 8o 20 20
£ 60 2% o 0
g - . O 0 2 4 6 8 10 °0 2 4 6 8 10
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O E©
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Abbildung 7: Die Expression von CEACAM1-3S im maligne Melanom Kkorreliert mit einem verlangerten
Gesamtiiberleben der Patienten

Kaplan-Meier Kurven der Patienten (N=51), deren adeimbiopsien die jeweilig gekennzeichnet CEACAM1fdsm
exprimierten (durchgezogene Linie) vs. Patienten @ACAM1 Isoform negativen Tumoren (gestricheltaig). Kurze
vertikale Striche représentieren zensierte EreggniSignifikanzen wurden mittels Log-Rank Test blenet. CEACAM1-3S:
ohne Expression N=26, mit Expression N=25; CEACAM1-8hne Expression N=13, mit Expression N=38; CEACAM1
4S: ohne Expression N=11, mit Expression N=40; CEMIAIL: ohne Expression N=6, mit Expression N=45
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5.2. Etablierung von CEACAM1-Isoform exprimierenden

Melanomzelllinien

Zur Analyse der zellbiologischen Funktion jederzeinen CEACAML1 Isoform wurde die
Zellinie  Ma-Mel-86a, welche endogen kein CEACAM1 xpemiert, mit
Expressionsplasmiden fiur CEACAM1-3S, CEACAM1-3L, BEAM1-4S, CEACAM1-4L

und dem korrespondierenden Leervektor transfiziert.

Es wurden von jeder Transfektante drei Einzelzefikl etabliert, (Abbildung 8 zeigt ein
reprasentatives Set von Klonen). Die etablierteanklwurden mittels RT-PCR (Abbildung
8A) und Western Blot (Abbildung 8B) auf die Expriessder einzelnen Isoformen getestet.
Die unterschiedlichen GroRen der PCR-Fragmente dewProteine (Abbildung 8 A und B)
sind auf das Fehlen bzw. Vorhandensein der A2-Densowie die unterschiedlichen Langen
der intrazellularen Domane, zurtckzufiihren. Weiterbeigen diese Resultate, dass die
ektopische Expression von CEACAML1 nicht zu einetuktion von endogenem CEACAM1
fuhrt (Abbildung 8). Da CEACAML1 ein Zell-Zelladh@sismolekdl ist, welches folgend auf
Zelloberflachen exprimiert wird, wurde zusatzliche dOberflachenexpression mittels
Durchflusszytometer bestimmt (Abbildung 8C). Hiarleeigten sich die hochsten MFI
(mittlere Fluoreszenzintensitatmgean _fluorescence intensityWerte fir die Isoformen
CEACAM1-4L (638) und CEACAM1-4S (615), der niedrigsMFI Wert wurden bei der
Analyse der CEACAM1-3S (192) transfizierten Zelldetektiert. Diese neu etablierten
Zelllinien wurden in den weiteren zellbiologischemd immunologischen Experimenten
verwendet, um so die biologische Funktion der CEMIAsoformen im malignen Melanom

zu analysieren.
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Abbildung 8: CEACAM1-Transfektanten der Zelllinie Ma- Mel-86a zeigen distinkte Expression der einzelnen
Isoformen.

(A) Die Expressionsvektoren mit den jeweiligen CEAGA SpleilRvarianten und der Leervektor wurden stabdellen der
Linie Ma-Mel-86a transfiziert und anschieRend Elkiome generiert. Die Expression der einzelnendsofn wurde mittels
RT-PCR analysiert. Die unterschiedlichen Fragmente. bRroteingréBen kdnnen mit dem Verlust der A2-Doend
(CEACAM1-3 Varianten) und der unterschiedlichen Lérdgr intrazellularen Domane (CEACAM1-L/S) erklarerden.
Aufgrund der verwendeten Primer (siehe Abbildung efitstehen folgende Fragmentgrofen: CEACAM1-4L=779bp
CEACAM1-4S=726bp; CEACAM1-3L=491bp; CEACAM1-3S=438b§B) Geziegt sind Expressionsanalysen der
Transfektanten auf Proteinebene mittels Western. Bitst Kontrollzellen fungierten Leervektor-transérte Ma-Mel-86a
Zellen. Beta-Aktin wurde als Ladekontrolle verwend€&) Die CEACAM1 Oberflachenexpression in den Transfektanten
wurde mittels Durchflusszytometer evaluiert. Didl@® wurden mit Antikdrpern spezifisch fir GesamtAAEAM1 (dicke
Linie, mAK 4/3/17) und einer Isotypen-Kontrolle (ie Linie) markiert. Die Zahlen geben den gemesseviEl-Wert

(mean fluorescent intensjtan. Es sind jeweils reprasentative Experimentenamdestens drei unabhangigen Versuchen mit
gleichem Ergebnis gezeigt.
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5.3. CEACAM1 Isoformen weisen unterschiedliche zellulare

Lokalisationen in Melanomzellen auf

Es wurde bereits durch Sadekova et al. in Mauszdtleschrieben, dass vor allem die
CEACAML1 Isoformen, welche eine lange zytoplasmags©omane besitzen, sich an Zell-
Zell-Interaktionsstellen ansammeln. Diese Akkumalaiwird durch die Aktivitat von Rho-

GTPasen vermittelt und spielt eine wichtige Rolledie zellulare Funktion von CEACAM1

(122). Allerdings existieren bisher keine Studiemglche die zellularen Lokalisationen der
einzelnen CEACAM1-Isoformen analysieren. Aus dieserand wurde in der vorliegenden
Arbeit die CEACAM1 Lokalisation in den oben chamxisierten Transfektanten mittels

Immunfluoreszenz analysiert (Abbildung 9).

Hierbei zeigte sich, dass in den Transfektanten CEM1-3L und CEACAM1-3S vor allem
in zytoplasmatischen, vesikularen Strukturen Iakatt (Abbildung 9A | und II, Pfeile),
jedoch nur zu einem geringen Teil auf der Zelldbetfe (Abbildung 9 A | und I,
Pfeilspitzen) prasentiert waren. Diese vesikul&@émkturen akkumulieren um den Zellkern.
Ausgehend von diesen Akkumulaten wurden PerlschiigeaStrukturen detektiert. Diese
Strukturen aus CEACAM1 positiven Vesikeln wiesestsRRichtung Zell-Zell-Kontaktseiten
(Abbildung 9 A | und II, Pfeile) und konnen als indlr eine gezielte Rekrutierung der
CEACAML1-positiven Vesikeln zu diesen Zell-Zellinsdtionspunkten interpretiert werden.
Doppelfarbungen fur F-Aktin (Aktinfilamente) und BEAM1 (Abbildung 9 B) zeigten, dass
die CEACAML1 positiven Vesikel in diesen perlschintigeen Strukturen an Aktinfilamente
assoziiert sind (Abbildung 9 B, Pfeile). Diese Baditung konnte sowohl in CEACAM1-3S
(Abbildung 9 B) als auch in CEACAM1-3L (Daten niclgezeigt) Transfektanten
nachgewiesen werden. In CEACAM1-4L und CEACAM1-4Bren konnte lediglich eine
Zelloberflachen-Lokalisation fuir CEACAM1 nachgewseswerden (Abbildung 9 A 11l und
IV). Interessanterweise waren bei diesen Transheéta die Farbungen an Zell-
Zellkontaktpunkten ebenfalls intensiver als anlI8telan denen die Zellen keine Kontakte zu
Nachbarzellen einnehmen (Abbildung 9A 1l und IMeispitzen). In den Kontrollzellen

konnte, wie zu erwarten war, kein CEACAM1 detektieerden.
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Abbildung 9: CEACAML1 Isoformen weisen unterschiedlihe zellulare Lokalisationen in Melanomzellen auf

(A) Die zellulare Lokalisation der CEACAM1 Isoformen mde mittels Immunfluoreszenz in den CEACAM1
Transfektanten analysiert. Hierzu wurde Gesamt-CEMCAnit dem Antikorper 4/3/17 gefarbt (griin) und diellkerne mit
Hoechst DAPI (blau) gegengeféarbt. WeiRe PfeilspitzEEACAML lokalisiert an Zell-Zell-Kontakten, Weil3efeile;
CEACAM1 positive Vesikel wie eine Perlenschnur arrgeet, weisen in Richtung Zell-Zell-Interaktionsptark (B)
Doppelfarbung der CEACAM1-3S Transfektanten mit Rhdih (F-Aktin, rot) und mAk 4/3/17 (CEACAM1, grinyie
Zellkerne wurden mit Hoechst DAPI gegengefarbt. Widine Ergebnisse wurden bei der Doppelfarbung deAC&M1-3L
Klone erzielt. Gezeigt sind die Maximum-Z-Projekigm von reprasentativen konfokalen Aufnahmen. Die&dbungen
wurden drei Mal unabhangig voneinander durchgefiMessbalken, 10um
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5.4. Einfluss der CEACAM1 Isoformen auf das Migrations- und

Invasionsverhalten von Melanomzellen

Bereits 2004 konnte von Ebrahimnejad et al. gezeigitden, dass das migratorische und
invasive Potential von Melanomzellen durch die Esgron von CEACAM1-4L gesteigert
werden kann (32). Des Weiteren wies Thies et athndass die CEACAM1 Expression in
primaren Melanomen mit einer gesteigerten Metamtasgsrate einhergeht (152). Jedoch
existiert bisher keine umfassende Studie Uber gifliSsse der unterschiedlichen CEACAM1
Isoformen auf die Zellmotilitaét von Melanomzelleavh von anderen malignen Zellen. Im
weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde der Einflugs éinzelnen CEACAM1 SpleiRvarianten
auf das Migrations- und Invasionsverhalten von Mefazellen mittels XxCELLigence System

bestimmt.

Es zeigte sich im Vergleich zu den Kontrollzellelass die CEACAM1-4S (p=0,009) und
CEACAM1-4L (p=0,025) Transfektanten signifikante ef§erungen im migratorischen
Potential der Ma-Mel-86a Zelllinie bewirkten (Abiiing 10 A+B). CEACAM1-3L
Transfektanten zeigten ebenfalls ein signifikanstggertes Migrationspotential (p=0,023),
allerdings war dieser Effekt weniger stark ausggipeds bei den CEACAM1-4 Varianten
(Abbildung 10 A+B). Ein ahnlicher Trend ergab sibkj der Analyse des Invasionsverhaltens
dieser Zellen. Hierbei zeigten die CEACAM1-4S (#8%) und CEACAM1-4L (p=0,005)
Transfektanten die hdchsten InvasionspotentialeViengleich zu den Kontrollzellen. Die
Expression von ektopischen CEACAM1-3L zeigte jedkemen signifikanten Effekt auf das
Invasionsverhalten der Zelllinie Ma-Mel-86a (Abhilth 10 C+D). Interessanterweise zeigten
ausschlie3lich Melanomzellen transfiziert mit CEA@A3S einen gegenteiligen Effekt.
Detektiert wurde sowohl eine signifikant vermin@eiigration (p=0,031, Abbildung 10
A+B) als auch ein stark verringertes Invasionspiaérip=0,020, Abbildung 10 C+D), im
Vergleich zu den Kontrollzellen. Um klonale Effek#isschlieRen zu kénnen, wurde ein
zweites Set an Ma-Mel-86a Einzelzellklonen, welcimabhangig vom ersten Set generiert
wurden, analysiert. Bei den Analysen dieser Trdtafgen zeigten sich vergleichbare

Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 10: CEACAM1 Isoformen beeinflussen untersbiedlich die Zellmotilitat von Melanomzellen

Mittels xCELLigence Systems wurde das Migratios+B) und InvasionspotentidlC+D) der CEACAML1 Transfektanten
analysiert. Alle Experimente wurden in Triplikatelteimal unabhangig voneinander durchgefiihrt, eprasentatives
Experiment ist dargestellt. Fir die statistischeswertung(B+D) wurde der halbmaximale Zellindex gg)lim Bereich von
0-70 Stunden verwendet, diese Werte der Transfekianmurden mittels Student's t-Test statistisch deih Kontrollzellen
verglichen. Die invertierten Werte von drei unaldigen Experimenten sind dargestellt. 05, **p 0,01; Fehlerbalken,
Standardfehler des Mittelwertg) Das Invasionspotential der CEACAM1-4 Transfektanteinde nach Zugabe von 0,1 mM
Marimastat bzw. DMSO analysiert. Ein reprasentatiéegebnis aus zwei unabhangigen Experimenterufgezeigt.(F)
Bestimmung der MMP-2 Aktivitat in konditionierten [Beulturiiberstanden der CEACAM1 Transfektanten rnistt8elatine-
Zymographie. Volumen der analysierten Uberstandedem auf die Zellzahl normalisiert. Ein reprasamést Experiment
aus drei unabhéngigen Experimenten ist gezeigt.
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Da Matrix-Metalloproteasen (MMPs) eine essenti®lalle fir die Invasionsfahigkeit von
malignen Zellen spielen (144), wurde die Bedeutdreser fiur den invasionssteigernden
Effekt der CEACAM1-4L und CEACAM1-4S Variante ansigrt. Zu diesem Zweck wurden
die korrespondierenden Transfektanten mit Marintasédandelt, dieser Breitband MMP-
Inhibitor hemmt spezifisch auf die Matrix-Metall@peasen -1, -2, -7, -9 und -14. Wie in
Abbildung 10 E gezeigt, verringerte die MarimadBshandlung den invasionssteigernden
Effekt der CEACACM1-4 Isoformen. Der frihere Invasstart der CEACAM1-4

Transfektanten, im Vergleich zu

Kontrolle
eeee CEACAMIL-3L den Kontrollzellen, konnte
= CEACAM1-3S . .
CEAGAML-4L jedoch durch die
10 CEACAM1-4S . .
Marimastatbehandlung nicht
verzogert werden. Im Weiteren
5 konnte eine erhdhte MMP-2
e}
o « ey .
§ Aktivitat in den CEACAM1-4L
Transfektanten  nachgewiesen
werden.
0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit [h] Aulerdem wurde das
Abbildung 11: CEACAM1 Isoformen haben keinen Einfluss auf di proliferative Verhalten der
Proliferation von Melanomzellen
Das Proliferationsvermégen der CEACAM1 Transfeleantwurd: CEACAM1 Isoform-
mittels xCELLigence System analysiert. _
Transfektanten mittels

XCELLigence System analysiert. Hierbei zeigte sickein Unterschied im
Proliferationsverhalten der Transfektanten (Abhbigid1).

5.5. CEACAM1-4L verbessert das matrixunabhdngige Wachstm von

Melanomzellen

Die Fahigkeit matrixunabhangig zu wachsen ist dumedamentale Eigenschaft maligner
Zellen (99). Es ist bereits bekannt, dass dieseskiul neo-transformierter Zellen mit der
Aggressivitatin vivo korreliert (24;99;135). Ein erhdhtes Potential himéngig von einer

Matrix zu proliferieren, was bedeutet ohne Adhas#&m einen Untergrund, ist mit einer
erhohten Tumorigenitat und einem hdheren PoteMitiastasen zu generieren verbunden
(24;99;135). Wenn gesunde Zellen, insbesonderehé&péllen, den Kontakt zur Matrix

verlieren, gehen sie in eine Art Apoptose, die sagate Anoikis (43), was jedoch bei
malignen Zellen nicht der Fall ist. Um zu testelmdie Expression der CEACAML1 Isoformen
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einen Einfluss auf die Tumorigenitat von Melanorteelhaben, wurde im weiteren Verlauf
dieser Arbeit das Potential der CEACAM1 Transfet@anmatrixunabhangig zu wachsen,

mittels Soft-Agar Kolonie-Assay (siehe Punkt 4.2)&analysiert.

Abbildung 12: CEACAM1-4L erh6ht das Potential von Melanomzellen ohne Kontakt zu einer Matrix zu wachsen

Es wurde die Fahigkeit der CEACAM1 Transfektanterahiréingig von einem Substrat zu wachsen mittels-/Syst
Kolonie-Assay analysiert(A) Représentative Kolonien aus drei unabhangigen Hxpaten. Messbalken, 100u6B)
Mittlerer Durchmesser der im Softager gebildetenlok@n. (C) Anzahl der Kolonien pro Quadratzentimeter. Die
Experimente wurden dreimal unabhangig voneinandechdjefiihrt, jedes Experiment wurde als Duplettesetgt und die
Zellen 14 Tage unter Standardbedingungen inkubfert0,05, **p 0,01, ***p 0,001; Fehlerbalken, Standardfehler des
Mittewertes

Hierbei konnte gezeigt werden, dass im Vergleiclden Kontrollzellen die CEACAM1-4L
transfizierten Zellen nicht mehr Kolonien bildetéibbildung 12 A+C), jedoch erheblich
gréRere Zellakkumulate im Softagar generierten (lWbbg 12 B, p=0,0190). Des Weiteren
formten CEACAM1-3S (p=0,0160) und CEACAM1-4S (p=26Q) Transfektanten
signifikant kleinere Kolonien (Abbildung 12 B), ettings wurde hierbei nur bei der
CEACAM1-4S Transfektante eine deutlich geringere lok@enanzahl als bei den
Kontrollzellen detektiert (Abbildung 12 C, p=0,0003ie Expression von exogenem
CEACAM1-3L beeinflusst hierbei weder die Grole nodle Anzahl der Kolonien.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Zellenfizilmansmit CEACAM1-3S/4S ein
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geringeres matrixunabhangiges Wachstum verglicheéden Kontrollzellen zeigen, wahrend

die CEACAM1-4L Transfektanten verstarkt ohne Komntak einer Matrix wachsen kénnen.

5.6. CEACAM1-Isoform spezifische Modulation der
Oberflachenexpression von NK-Zell Liganden auf Melaomzellen

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, handsltsich bei CEACAM1 um ein multi-
funktionales Zelladhasionsmolekuil, dessen Isoforndie Motilitdt von Melanomzellen
beeinflusst. Weiterhin wurde fir CEACAM1 eine immuodulatorische Funktion
beschrieben (88;89;92). Hierbei konnte gezeigt wmerd dass CEACAM1 die
Oberflachenexpression von Liganden auf Tumorzelteodulieren kann, welche von
aktivierenden Rezeptoren (NKG2D) auf NK-Zellen enkiawerden. NKG2D ist auf fast allen
NK-Zellen exprimiert und erkennt als Liganden MICAMICB und ULBP-Molekile
(ULBP1-6) (97). Basierend auf diesen Daten wurdemdzhst die Oberflachenexpressionen
der NKG2D Liganden MICA und ULBP2 auf den CEACAMB%oform-Transfektanten
mittels Durchflusszytometer evaluiert. Dabei komnteeine modulierenden Einfliisse von
CEACAM1-3L und CEACAM1-4S auf die Oberflachenexmies von dier NKG2DL
nachgewiesen werden. Die Analyse der CEACAM1-3Sh3fektante ergab eine erhoéhte
Oberflachenexpression von MICA (p=0,006) und ULB(P20,011). Hingegen wurde eine
verringerte Expression von MICA (p=0,020) auf debe@lache der CEACAM1-4L
Transfektante detektiert, jedoch keine Verandeinnger ULBP2 Expression (Abbildung 13
A+B). Die erhdhte Expression von MICA und ULBP2 aleir Oberflache der CEACAM1-3S
Transfektante konnte mittels Immunfluoreszenzfagambestatigt werden (Abbildung 13 C).
Hierbei zeigte sich bei der Analyse der CEACAM14B&hsfizierten Zellen eine verstarkte
Rekrutierung von MICA und ULBP2 Molekiilen zur Zddkrflache, was in Ubereinstimmung
zu den FACS Daten (Abbildung 13 A+B) steht. Des ftfen wurde die
Oberflachenexpression von ULBP3 und ULBP1 mittelardbflusszytometer gemessen,
wobei keine Expression dieser NKG2D Liganden aufi déa-Mel-86a Zellen detektiert
werden konnte (Daten nicht gezeigt). Neben dem NB(G2zeptor gibt es noch weitere, fur
die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen wichtigeeReptor-Liganden Systeme (siehe 2.3.1).
Aus diesem Grund wurden ebenfalls die Oberflachgressionen dieser Liganden bestimmt
(Abbildung 13 D). Zunéachst wurde die Oberflachemegpion von Liganden fir den DNAM-
1 (DNAX accessory molecule-1) Rezeptor evaluieriertl wurden die MFI Werte von
CD112 (Nectin-2) und CD155 (PVR, poliovirus receptgemessen, wobei die Expression

von CD112 auf den Ma-Mel-86a Zellen im Vergleich@D155 sehr gering war (Abbildung
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13 D). Im Vergleich zu den Kontrollzellen zeigtelsieine signifikant erhohte Expression von
CD155 auf den CEACAM1-3S Transfektanten (p=0,01Z24)e durchflusszytometrische

Analyse der CEACAM1-4L und CEACAM1-4S Transfektantergab hingegen eine

verringerte CD155 (CEACAM1-4L, p=0,0117; CEACAM1-4$=0,0442) und CD112

(CEACAM1-4L, p=0,0424; CEACAM1-4S, p=0,0169) Expsem auf der Oberflache dieser
Zellen (Abbildung 13 D).

Des Weiteren wurde die Oberflachenexpression deR N@yanden (natural cytotoxicity
receptors) gemessen. Zu den NCRs werden unteranaieeRezeptoren NKp44 und NKp30
gezahlt, diese Rezeptoren waren die ersten idaetiien, aktivierenden NK-Zellrezeptoren,
doch sind ihre Liganden bisher noch nicht vollstgncharakterisiert (129). Aus diesem
Grund wurde fur die Quantifizierung der NCR Ligandauf der Oberflache der CEACAM1
Transfektanten entsprechende Rezeptor-Fc-Chimiatee(®unkt 4.1.7) verwendet. Es zeigte
sich in den Ma-Mel-86a Zellen eine endogen sehingerbis keine Expression der Liganden
dieser NCR Rezeptoren (MFI zwischen 1 und 1,8, Woibig 13 D), nach Transfektion mit
den CEACAM1l-Isoformen konnte zudem keine signifiean Aberration in der
Oberflachenexpression der NKp30 und NKp46 Ligandieektiert werden (Abbildung 13 D).
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Abbildung 13: AusschlieSlich CEACAM1-3S erhéht die erflachenexpression von NK-Zell spezifischen Ligareh
auf Melanomzellen

Mittels Durchflusszytometrie wurden die Oberflacegpressionen verschiedener Liganden fir NK-Zelpeze der
CEACAM1 Transfektanten evaluierttA+B) MICA und ULBP2 Oberflachenexpressionen von Kontedlen und
CEACAM1Transfektanten wurden mittels Durchflusszy&brie verglichen. I(A) dargestellt ist jeweils ein reprasentatives
Histogramm.; Hintergrundexpression der Kontrolkzell(dinne schwarze Linie), Hintergrundexpression jdeseiligen
Transfektante (diinne graue Linie), Expression dd®mnzeichneten NKG2D Liganden der KontrollzellditKe schwarze
Linie) und Expression der jeweiligen Liganden imd@EACAML1 Transfektanten (gestrichelte schwarzed)ifB) Mittlere
MFI  Werte von fiinf unabhangigen Experimenten noismat auf die korrespondierende Kontrollg(C)
Immunfluoreszenzfarbung der Kontrollzellen und @@EACAM1-3S Transfektante. MICA bzw. ULBP2 sind in Griin
dargestellt, die Zellkerne wurden mit DAPI (Blaupgagefarht(D) Vergleich der Oberflachenexpression weiterer NK-Ze
Liganden auf den CEACAM1 Isoform transfizierten Zelleind den Kontrolizellen. MFI Werte wurden auf die
Hintergrundexpression normalisiert 9,05, **p 0,01; Fehlerbalken, Standardfehler des Mittewertes
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5.7. CEACAM1-4L erhoht die MMP-vermittelte Freisetzung von
l6slichen NKG2D Liganden

Es gibt eine Vielzahl von Mechanismen, welche einéerédnderung in der
Oberflachenexpression von MICA und ULBP2 vermittddiinnen. Um dies naher zu
analysieren wurden zundchst Gesamt-Lysate der fBikdasten mittels Western Blot
analysiert. Hierbei zeigte sich in Ubereinstimmumig den zuvor gezeigten FACS-Analysen
eine erhdhte Expression von MICA und ULBP2 in deBACAM1-3S Transfektanten
(Abbildung 14 A). Im Gegensatz zu diesen FACS Dgeloch konnte ebenfalls eine erhéhte
Expression von MICA und ULBP2 in den CEACAM1-4Lnedizierten Zellen nachgewiesen
werden, wobei auf der Oberflache geringere Levidideert wurden (Abbildung 14 A). Eine
solche Diskrepanz zwischen der ProteinexpressiahQimerflachenexpression kénnte durch

ein verstarktes Freisetzen von membranstandigenNIKidganden erklart werden.

Es ist bereits bekannt, dass die OberflachendiotiteMICA und ULBP2 Molekilen durch
proteolytisch aktive Enzyme (z.B. durch ADAM Pratea und Metalloproteasen) reduziert
werden kann (130-132). Diese l6slichen NKG2D Ligamdkénnen immunprotektiv wirken
(123). Aus diesem Grund wurde konditioniertes 4dtlkrmedium der transfizierten Zellen
auf die enthaltene Menge an l6slichen MICA und URRRtersucht (Abbildung 14 B und C).
Hierbei zeigte sich sowohl bei den Western Blot is@n (Abbildung 14 B), als auch bei den
durchgefuhrten ELISA Experimenten (MICA, p=0,033pbNdung 14 C) eine erhdhte
Konzentration an loslichen MICA und ULBP2 in den dustanden der CEACAM1-4L
Transfektanten. Um zu testen, ob an dieser erhoHtesisetzung der NKG2DL
Metalloproteasen (MMP) beteiligt sind, wurden delZn mit dem Breitband-MMP-Inhibitor
Marimastat bzw. der Vehikelkontrolle DMSO behandklierbei zeigte sich, dass die ca. 2,5-
fach hohere Freisetzung von MICA durch die Behamgllunit Marimastat auf das
Ausgangsniveau der Kontrollzellen verringert (p330Dwerden konnte (Abbildung 14 D).
Durch Vorversuche ist bekannt, dass die Ma-Mel-B2éken kein MMP-9 exprimieren und
dass die Expression dieser Proteinase auch niaich dilie Transfektion mit CEACAM1
induziert wird (Daten nicht gezeigt). Im weitereredauf wurden die Expressionen von
verschiedenen Proteasen sowie deren endogenentdndibin den CEACAM1- Isoform
transfizierten Zellen analysiert (Abbildung 14 Rigrbei zeigte sich, dass Ma-Mel-86a Zellen
transfiziert mit CEACAM1-4L signifikant mehr MMP-14p=0,0055), MMP-2 (p=0,0198)
und ADAM-10 (p=0,0464) exprimieren. Bereits in dateratur beschrieben findet sich, dass
MMP-2 nicht fur die proteolytische Freisetzung WiCA verantwortlich ist, jedoch MMP-
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14 diesen Effekt vermitteln kann (97). MMP-14 ish &kegulator von MMP-2 (30;110),
weshalb die gesteigerte MMP-2 Aktivitat, detektiarden CEACAM1-4L Zellen (Abbildung
10 F), einen indirekter Nachweis flr eine erhohkeivitat von MMP-14 darstellt. Basierend
auf diesen Daten ist es sehr wahrscheinlich, da4® N4 die erh6hte Freisetzung von MICA
in den CEACAM1-4L transfizierten Zellen vermittelt.

Abbildung 14: CEACAM1-4L erhéht die MMP-vermittelte F reisetzung von NKG2DL

(A) Proteinexpression von MICA und ULBP2 wurden mittelestérn Blot in den CEACAM1 Transfektanten analysi&}.
Mittels Western Blot wurden konditionierte Ubersténan CEACAM1-Isoform Transfektanten auf die Mengddatichen
MICA und ULBP1 éoluble sMICA und sULBP2) untersucht. Alle Western Blotsgesi jeweils ein reprasentatives
Experiment aus drei unabhéangigé@) Mittels MICA spezifischen ELISA wurde die Menge dislichen MICA in den
Zellkulturiiberstanden der Kontrollzellen, der CEA@2-3S und CEACAM1-4L Transfektanten ermittelt. Gegedind die
gemittelten Werte aus 6 unabhangigen Experimeif@nMittels ELISA wurde die l8sliche MICA Konzentratiarach der
Behandlung mit DMSO bzw. Marimastat gemessen. Zafisischen Auswertung wurden die nicht normaltsierWerte
mittels Student's t-Test vergliche(E) Mittels quantitativer TagMan RT-PCR (N=3) wurde digpEession von MMP-14,
MMP-2, ADAM-10, evaluiert. *p 0,05, **p 0,01, Fehlerbalken, Standardfehler des Mittewertes.
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5.8. CEACAM1-3S erhoht die Immunogenitat von Melanomzekn durch
die Modulation der NKG2D Liganden Expression

Die zuvor aufgefiihrten Analysen konnten zeigensdaBACAM1-3S-exprimierende Ma-
Mel-86a Zellen vermehrt NKG2D und DNAM-1 Ligandeuf ahrer Oberflache exprimieren
(Abbildung 13) und weiterhin, dass CEACAM1-4L tramerte Melanomzellen durch
proteolytisches Abspalten die MICA und ULBP2 Diclaaf ihrer Oberflache verringern
(Abbildung 14). Mittels Zytotoxizitats-Experimentemurde im Weiteren analysiert, ob die
Modulation dieser Liganden einen funktionellen kis§ auf die NK-Zell-vermittelte Lyse
der Tumorzellen besitzt. Hierzu wurden zunachseuxerwendung des RTCA xCELLigence
Systems Zytotoxizitats-Experimente durchgefihridemen die NK-Zell vermittelte Lyse der
Kontrollzellen, CEACAM1-3S und CEACAM1-4L transfesiten Zellen verglichen wurde
(Abbildung 15 A | und B). Hierbei zeigte sich eigesteigerte Lyse der CEACAM1-3S
Transfektanten (p=0,0016) im Vergleich zu den Kalizellen wahrend keine Veranderung
der spezifischen Lyse der CEACAM1-4LTransfektaqte0,9416) detektiert werden konnte
(Abbildung 15 A 1). Jedoch muss berucksichtigt vegrddass es sich bei den in Abbildung 15
A | dargestellten Ergebnissen um die Mittelwertes &wnabhangigen Experimenten handelt.
Es wurde lediglich bei einem Experiment kein Unthred fir die Zytolyse der CEACAM1-
4L Zellen detektiert, jedoch bei jeweils zwei Expenten eine verringerte bzw. erhdhte

Lyse gemessen.

Die zuvor gezeigten Daten deuten darauf hin, desgesteigerte Erkennung der CEACAM1-
3S Zellen durch NKG2DL vermittelt wird. In weiteretytotoxizitats-Experimenten wurde
daher der NKG2D Rezeptor auf den NK-Zellen mittgpezifischer Antikorper blockiert.
Durch die Blockade dieses aktivierenden NK-Zell-&#pnrs wurde die Lyse der CEACAM1-
3S transfizierten Zellen um ca. 50 % verringertQy237), jedoch nicht bis auf das Niveau
der unter gleichen Bedienungen Ko-Kultivierten Kotizellen (Abbildung 15 A 1). Dies
spricht dafur, dass noch weitere NK-Zell Rezeptgjahden Systeme eine Rolle spielen. Den
Erwartungen entsprechend konnte durch die NKG2Dclglde eine Verringerung der
spezifischen Lyse der Kontrollzellen (p=0,0257) eso@EACAM1-4L transfizierten Zellen
(p=0,0141) bewirkt werden (Abbildung 15 A 1). Diegattels xCELLigence gemessenen
Ergebnisse wurden zudem unter Verwendung des depéitetablierten CFSE/7AAD FACS-
basierten Zytotoxizitats-Assay evaluiert (Abbildud® A 11). Bei dieser Methode kann
allerdings nur eine Probe nach der anderen gemesgseten, was es nicht ermdglicht die

Inkubationszeiten mit 7-AAD und die Zeit der Ko-kud in allen Ansatzen gleich zu halten.
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Mittels dieses Systems ist es somit nicht moglictviele Probe parallel zu analysieren, wie
es mittels xCELLigence gewahrleistet werden kanas Aiesem Grund wurden mit diesem
experimentellen Ansatz lediglich die Kontrollzelie und CEACAM1-3S Transfektante

verglichen. Hierbei konnte das Ergebnis der xCEEhice basierten Messung bestétigt
werden. So wurde auch hier gezeigt, dass die CEAGAB Transfektante (p=0,031)

sensitiver gegenitber der NK-Zell-vermittelten Zys® war, verglichen mit den

Kontrollzellen. Blockierung des NKG2D Rezeptors gtei deutlich, dass die NKG2D-

vermittelte Erkennung der CEACAM1-3S (p=0,0085n#fwierten Zellen reduziert werden

konnte. Die spezifische Lyse der Kontrollzellen @84113) wurde durch die NKG2D

Blockade ebenfalls verringert, jedoch zu einemrggien Mald als die der CEACAM1-3S
Transfektanten (Abbildung 15A II).

Die bisherigen Ergebnisse basieren auf Experimemiemelanomzellen, welche ektopische
CEACAML1-Isoformen exprimieren. Um nun zu evaluiera@b dieser Effekt auch durch
endogenes CEACAM1-3S in Melanomzellen bewirkt windjrden die Zelllinien Ma-Mel-
48a und Ma-Mel-48b analysiert. Hierbei handelt &h sam Zelllinien, welche aus einer
Hautmetastase (Ma-Mel-48a) bzw. einer Lymphknotdastase (Ma-Mel-48b) des gleichen
Patienten etabliert wurden, wodurch keine Donor#jgehen Unterschiede zwischen den
Zelllinien bestanden. Die Zelllinie Ma-Mel-48b exprert im Gegensatz zu der Zelllinie Ma-
Mel-48a kein CEACAM1-3S, wéhrend alle anderen CEAUAIsoformen in beiden
Zelllinien gleich exprimiert werden (Abbildung 15 @. Weiterhin konnte mittels
Durchflusszytometrie gezeigt werden, dass die CERMCAS positive Zelllinie Ma-Mel-48a
mehr MICA auf der Oberflache aufweist als die MaH48b Zellen (Abbildung 15 C I,
p=0,0265). Einhergehend mit diesen Daten wurde gerengere spezifische Lyse der Ma-
Mel-48b Zellen, welche eine Stunde nach NK-Zell-Ziog bei einem E:Z Verhaltnis von 1:1
bei 16,2 % lag, verglichen zu den Ma-Me-48a Zeltait,einer spezifischen Lyse von 24,3 %,
gemessen (Abbildung 15 C Ill). Die NKG2D Blockadéhrte zu einer Verringerung der
spezifischen Lyse beider Zelllinien auf ein verghdiares Niveau (Ma-Mel-48a, 14,5 %; Ma-
Mel-48b, 14,2 %) (Abbildung 15 C 1lI).
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Abbildung 15: CEACAM1-3S erhoht die Immunogenitat van Melanomzellen

(A) () xCELLigence(ll) FACS basiertes Zytotoxizitats-Experiment mit trazisften Ma-Mel-86a Zellen. Dargestellt sind
die gemittelten Werte aus 5 unabhéngigen Experiemerilr die XCELLigence basierten Experimente siedEdgebnisse
fur ein Effektor- zu Zielzell- (E:Z) Verhdltnis voh:1, zwei Stunde nach Zugabe der NK-Zellen gezé&igt die FACS
basierte Methode wurde ein E:Z Verhaltnis von Mefwendet, die Ko-Kultivierung dauerte hierbei 8m die NKG2D-
abhangige Erkennung der Melanomzellen zu blockisverden die NK-Zellen vor der Ko-Kultivierung ming-NKG2D
(aNKG2D) mAb behandelt, als Kontrolle diente hieie dorrespondierende IgG Kontrall€B) Ein reprasentatives
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Zytotoxizitats-Experiment mit unterschiedlichen B/8rhaltnissen ist gezeigt. (l) eine Stunde, (e Stunden, (lll) drei
Stunden und (V) vier Stunden nach NK-Zell-Zugaf&) Der Einfluss von endogenem CEACAM1-3S auf die Saitsit
von Melanomzellen gegenliber NK-Zell-vermittelterskyist anhand der Zelllinien Ma-Mel-48a und Ma-M8b gezeigt. (1)
Semiquantitative RT-PCR fiur die CEACAM1-Isoformen. @gstimmung der MICA und ULBP2 Oberflachenexpression
mittels Durchflusszytometrie (N=4). (lll) Ein rementatives XxCELLigence basiertes Zytotoxizitats-Expent aus zwei
unabhéngigen gezeigt. Die NK-Zellen wurden entwemér der 1IgG Kontrolle oder einem NKG2D spezifisohmAb
vorbehandelt. Gezeigt sind verschiedene E:Z Varls®¢ 1h, 2h, 3h und 4h nach NK-Zell-Zugabe. Sikgiizen wurden
mittels Student’s t-Test unter Verwendung der niahmalisierten Werte berechnet. §05, **p 0,01, Fehlerbalken,
Standardfehler des Mittewertes.

Von Stern et al. konnte bereits gezeigt werdens dis homophile Interaktion zwischen
CEACAML1 Molekilen auf der Oberflache von NK-Zellend Tumorzellen inhibierend auf
die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen wirkt. Basend auf diesen Erkenntnissen wurden
Zytotoxizitats-Experimente bei denen DNAM-1, NKG2Dd CEACAML1 auf der Oberflache
der NK-Zellen mittels spezifischer Antikdrper bloekt wurden, durchgefuhrt (Abbildung
16). Es zeigte sich, dass die sterische Stérung hamophilen CEACAM1-CEACAM1
Interaktionen zu einer gesteigerten Lyse der CEAQAM Transfektante (24 % Steigerung,
2 h nach NK-Zell Zugabe) fuhrte, wohingegen nur géminger Anstieg in der Zytolyse der
Kontrollzellen (7 % Steigerung, 2 h nach NK-Zellgabe) detektiert wurde (Abbildung 16).
Die gleichzeitige Blockierung des NKG2D Rezeptaihkrte zu einer Verringerung der NK-
Zell-vermittelten Lyse der Melanomzellen (Kontrgll&0 %; CEACAM1-3S, 52,47 %
Verringerung, 2 h nach NK-Zell Zugabe). Die spexzifie Lyse der Kontrollzellen nach zwei
Stunden betrug 29 %, die der CEACAM1-3S Transfdktggdoch 38 %.

Da die Behandlung mit NKG2D spezifischen AntikOrpatie Lyse der CEACAM1-3S
Transfektanten nicht vollstandig auf das Level d&@ntrollzellen verringern konnte,
(spezifische Lyse nach 2 h Ko-Kultur; Kontolle, %2 CEACAM1-3S, 44 %) wurde
vermutet, dass noch weitere NK-Zellrezeptor-Ligandgysteme beteiligt sind. Wie in
Abbildung 13 D gezeigt, weisen die CEACAM1-3S tifaisrten Zellen ebenfalls eine
signifikant erhdhte CD155 Oberflachenexpression awgbei es sich um einen Liganden des
DNAM-1 Rezeptor handelt. Basierend auf diesen Dateinde dieser Rezeptor ebenfalls
mittels mAk blockiert, was die Lyse der Kontrolllesl (12 % Verringerung, 2 h nach NK-
Zell Zugabe) und der CEACAML1-3S transfizierten 2el(29 % Verringerung, 2 h nach NK-
Zell Zugabe) reduzierte. Die simultane Blockade NE$52D und DNAM-1 Rezeptors fuhrte
zu einem additiven Effekt, welcher die spezifischgse der Kontrollzellen und der
CEACAML1-3S transfizierten Zellen auf ein vergleienbs Niveau (spezifische Lyse der
Kontrollzellen, 20 %; CEACAML1-3S, 24 %) verringerteiese Daten implizieren, dass die
gemeinsame Modulation der DNAM-1 und NKG2D Ligandén die gesteigerte NK-Zell-
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vermittelte Zytolyse der CEACAML1-3S transfiziertéfa-Mel-86a Zelllinie verantwortlich

ist.
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Abbildung 16: Blockade von DNAM-1 und NKG2D verringert die Immunogenitats-steigernde Wirkung von
CEACAM1-3S, wéahrend die CEACAML Blockade die spezifidee Lyse erhoht.

Dargestellt ein reprasentatives Zytotoxizitats-Ekpent, ausgefuhrt im Duplett-Ansatz, aus 3 unabigen Experimenten
mit Ma-Mel-86a Zellen transfiziert mit Leevektor-Kwoll oder CEACAM1-3S. Die NK-Zellen wurden vor dé&o-
Kultivierung 1 h mit Antikérpern spezifisch fir NKXB (aNKG2D), DNAM-1 (aDNAM-1) und CEACAM1 (aCEACAM1,
mAK 4/3/17) bzw. mit der IgG Kontrolle inkubiert. dbgestellt ist ein E:Z Verhaltnis von 1:1 eine, gwdrei und vier
Stunden nach NK-Zell-Zugabe. Mittelwert + Standahdér des Mittewertes
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6. Diskussion

CEACAML1 ist in 80 % aller Melanomzellen neo-expranti (113) und an verschiedenen
zellularen Prozessen, wie z.B. die Zellmotilité2)(8ind die Immunogenitat (21;88) beteiligt.
Basierend auf diesen Erkenntnissen wird CEACAM1 eais potentielles Ziel fur
zielgerichtete, Immuntherapien (113;125) bzw. atgepten Biomarker (91;152;152) im
malignen Melanom diskutiert. Im humanen System werdier verschiedene Isoformen
dieses multifunktionalen Zelladh&sionsmolekils ewprt (5), welche sich sowohl in der
Anzahl ihrer extrazellularen, als auch in der Lanpeer zytoplasmatischen Domanen
unterscheiden. Die Expressionsverhaltnisse von CEAG4L, CEACAM1-4S,
CEACAM1-3L und CEACAM1-3S und deren klinische bzhiologische Bedeutung im
malignen Melanom sind weitestgehend ungeklart. Um Effizienz und Sicherheit von
potentiellen CEACAML1 spezifische Therapien im ma#ig Melanom zu gewébhrleisten, ist es

jedoch essentiell, die Bedeutung der unterschieeificSpleil3varianten besser zu verstehen.

6.1. Die CEACAML1-3S Expression korreliert mit dem klinischen Stadium

und dem Gesamtiberleben von Melanompatienten

Gambichler und Kollegen konnten bereits zeigens das malignen Melanom die Gesamt-
CEACAML1 Expression hoher ist als in benignen N&@#&)( Des Weiteren wiesen Thies et al.
nach, dass die Expression von Gesamt-CEACAM1 mit Elegression von primaren
Melanomen korreliert (152). Bisher existieren jeudeine Studien, in welchen die Relevanz
der Expression der einzelnen CEACAM1 Isoformen imalignen Melanom bzw. einer

anderen Tumorentitaten untersucht wurde.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden erstmals eiiezelnen Expressionsverhéltnisse der
Isoformen CEACAM1-4L, CEACAM1-4S, CEACAM1-3L und @EAM1-3S in
Melanomzelllinien sowie in Biopsien aufgezeigt. #ie ergab sich, dass die Isoformen
CEACAM1-4L und -4S stets eine hohere relative Egpi@n in Melanomzelllinien als auch
in Biopsien aufwiesen, als die CEACAM1-3 Isoform&es Weiteren zeigten sich fur die
CEACAM1-4L und -3L Varianten eine starkere Expressals fur die korrespondieren S-
Varianten. In Ubereinstimmung mit diesen Daten wunbn Ortenberg et al. bereits
beschrieben, dass in primaren Kulturen von Melanetastasen die CEACAM1-L Varianten
stets starker exprimiert sind als die korrespomtiden S-Varianten (112). Je nach Zelltyp

und Malignitat gibt es ein spezifisches Verhaltnisn CEACAM1-S zu CEACAMI1-L,
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welches einen Einfluss auf zelltypspezifische Fiamktvon CEACAM1 hat (47;100). So
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Kolbeber-, Lungen- und Prostatagewebe
CEACAM1-L und CEACAM1-S ko-exprimieren, wahrend i@ehirn, Herzen und Nieren
lediglich CEACAMI1-L detektiert werden konnte (47\Weiterhin sind in Blasen- und
Prostatazellen verstarkt die S-Varianten zu fin¢le30). In der Lunge und im Kolon wird
mehr CEACAM1-L als CEACAM1-S exprimiert (47), wasergleichbar mit den hier
gezeigten Daten fur das maligne Melanom ist. Weitewurden auch Tumortyp-spezifische
Expressionsmuster der CEACAM1 Isoformen nachgewieseso exprimieren
Kolonkarzinomzellen und Prostatatumore verstarke d-Varianten, Brustkrebszellen
hingegen weisen eine sehr heterogene CEACAM1 Sgrdhten Expression auf (47;139).
Dies verdeutlicht, dass ein spezifisches CEACAM24SCEACAM1-L Verhéltnis essentiell
fur die Aufrechterhaltung der Gewebshomoostasdnstiesem Kontext wurde gezeigt, dass
die Signalweiterleitung von CEACAML1 via SHP-2 un&ic abhangig von dem vorliegenden
CEACAM1-L Monomer/Dimer Gleichgewicht ist, was wedm durch das Verhaltnis
CEACAM1-L zu CEACAM1-S moduliert wird (100). AulReech wird CEACAM1 sehr
kontrovers als Tumorsuppressor (66;70;93;139) odemorpromoter (32;91;145;152)
diskutiert, was ebenfalls auf unterschiedliche,ltyetpezifische Expressionsmuster der
CEACAML1-Isoformen zurlckzufihren sein koénnte. Inr derliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass das CEACAM1-4S zu CEACAM1-4érhéltnis in den primaren
Biopsien (Stadium I/1) hoher ist, als in den Métaen (Stadium 11l und V), wobei weder bei
den CEACAM1-3 noch CEACAM1-4 S zu L VerhéltnisseneeVeranderung zwischen den
Stadien Ill und IV detektiert werden konnte. Diesutkt darauf hin, dass eine Zunahme der
CEACAML1-4S Expression einen Einfluss auf die Metasrung von Melanomzellen haben
konnte, was in Ubereinstimmung mit dem hier gersigMigrations- und Invasions-
steigernden Effekten dieser Isoform steht. Jedoakenspricht es der Beobachtung, dass
CEACAM1-4S das matrixunabhangige Wachstamchorage independent groytimhibiert.
Dies zeigt, dass weitere Experimente notwendig ,sumch die genaue Funktion von
CEACAML1-4S fur den Prozess der Metastasierung vetabmzellen zu verstehen. Hierbei
muss auch der Aspekt einer CEACAM1-4L/ CEACAM1-4%-EKxpression untersucht

werden.

Diese Zunahme der CEACAM1-4S und CEACAM1-3S Expomssdeutet auf eine
stadienabhéngige Veranderung des SpleifmechanisomusExon-7 hin. Das alternative
SpleiRen der CEACAM1 pra-mRNA innerhalb des Exomird durchcis Elemente reguliert,

an welche Stress-induzierbare hnRNP Hetérogeneous nuclear ribonucleoprodeinnd
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hnRNP A1l Molekile binden (29). Jedoch gibt es hiskeine Erkenntnisse Uber die
mechanistische Kontrolle der Exon 5 (CEACAM1-3 / AAEAM1-4) Spleilmaschinerie,
welche die Zunahme der CEACAM1-3 Isoformenexpressi@hrend der Progression des

malignen Melanoms erklaren kénnte.

Von Ortenberg et al. wurde gezeigt, dass 89 % derilinen analysierten Melanome eine
CEACAM1 Expression aufweisen (113). In Ubereinstiumm mit diesen Daten wurde in der
vorliegenden Arbeit gezeigt, dass CEACAML in 72 & Melanomzelllinien und 88 % der
Biopsien detektiert werden konnte. Wie in der Hinleg beschrieben, zeigt MCAM ein
ahnliches Expressionsmuster im malignen Melanonmil@?). Diese Daten verdeutlichen das
Potential von CEACAM1 als neuen Biomarker fur daaligne Melanom. So konnte von
Thies et al. bereits gezeigt werden, dass die MDetekvon Melanomzellen in
Schildwachterlymphknoten mittels CEACAM1 spezifisoh monoklonalen Antikdrper
(4D1/C2) signifikant sensitiver ist, als der Naclsveetablierter, melanomspezifischer
Standardmarker wie z.B. MelanA, S100 oder HMB45Lj15

Wenn CEACAM1 in Melanombiopsien exprimiert wurdeand konnte auch stets
CEACAM1-4L als pradominante Variante detektiert een. Interessanterweise konnten
ausschlief3lich die CEACAM1-4 Varianten in 50 % gemaren Biopsien, verstarkt in den
Stadium Il Biopsien, detektiert werden. Diese Datduten darauf hin, dass die neo-
Expression der CEACAM1-4L und -4S Varianten eirh&8 Ereignis in der Tumorinitiierung

darstellt.

Zudem lassen diese Daten vermuten, dass die vorbiGaler et al. beschriebene Induktion
von CEACAML1 in Melanomzellen (45) sowie die Besdbueg von Thies et al.,, dass
CEACAML1 ein pradiktiver Marker fur dir Progressialer Melanomerkrankung sei, sich
hauptsachlich auf Expressionsveranderungen der @GBMICA Varianten beziehen. Thies et
al. als auch Gambichler et al. haben lediglich grenMelanome, in denen vor allem
CEACAML1-4 Varianten exprimiert sind, analysiertefklinische und funktionelle Bedeutung
der CEACAML1-3 Isoformen wurden im malignen Melantimsher nicht ndher analysiert.
Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arjpmioch gezeigt werden, dass die
Expression von CEACAM1-3S und -3L mit dem klinisoh®tadium der Melanompatienten
korreliert. Im Gegensatz dazu konnte eine solchedfation fir CEACAM1-4S nicht gezeigt

werden und eine Induktion von CEACAM1-4L wurde fiir den Ubergang von Stadium VIl

in Stadium Ill beobachtet. So zeigte sich, dass CEM1-3L pradominant und CEACAM1-

3S ausschlief3lich in den fortgeschrittenen Melanooer Patienten des Stadiums Il und IV
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detektiert werden konnte und somit einen poteetieMarker fur die Melanomprogression
darstellt. Ausfiihrliche Uberlebensanalysen dereP&tn haben ergeben, dass Patienten deren
Melanome eine CEACAM1-3S Expression aufwiesen, @aignifikant verlangertes
Gesamtuberleben zeigten. Thies et al. beschrigiziedlass eine CEACAM1 Expression in
Melanomen von Patient im Stadium | und Il mit einghlechteren Prognose dieser
einhergehen, was zunachst einmal widersprichliclurseren Daten erscheint. Dies kann
jedoch dadurch erklart werden, dass in dieser 8tielliglich immunhistochemisch die
Gesamt-CEACAM1 Expression analysiert (152) und miztvischen den verschiedenen
Isoformen unterschieden wurde. Zudem ist es sebrrédchend, dass lediglich 40 % der
analysierten Melanome CEACAM1 exprimierten, wahreodohl Ortenberg et al. (113) als
auch die hier gezeigten Daten deutlich zeigen, daskr als 80 % aller Melanome
CEACAML1 exprimieren. Es kdonnte nun spekuliert werddass die immunhistochemische
Farbung mittels mAK (4D1/C2) verstarkt zu falsclyagven Ergebnissen flhrte oder die von
Thies et al. analysierte Patientenkohorte sicltkstan der aus Israel (Markel et al., (91) ) und
Essen (die hier gezeigten Daten) unterscheidettéféeumfangreiche, prospektive Studien
sind daher essentiell um die Bedeutung der CEACAU1ind besonders der CEACAM1-3S
Variante als einen prognostischen Biomarker weterevaluieren. Es wurde aufl3erdem
gezeigt, dass erhohte Konzentrationen an I6slich€@BACAM1 im Blut von
Melanompatienten invers mit deren Gesamtiberlelmrelkert (91). Basierend auf dieser
Studie ware es wichtig zu untersuchen ob Melanderzehit CEACAM1-3S Expression
veranderte Mengen an loslichen CEACAM1 freisetzdizw. welche CEACAML1-
SpleiRvarianten als l6sliche Proteine im Blut voeldhompatienten nachgewiesen werden

koénnen.

6.2. Die zellulare Lokalisation und funktionelle Eigensbaften von
CEACAM1 sind abhéngig von der Anzahl an extrazellufiren und der

Lange der zytoplasmatischen Domé&nen

CEACAM1 ist beschrieben als Zelladhasionsmolekiklclwes hauptsachlich auf der
Zelloberflache préasentiert wird (42;101;122;148)ed2 Lokalisation wird von GTPasen
reguliert (42). Anhand der generierten CEACAML1 soi-Transfektanten konnte ich
erstmals zeigen, dass die Anzahl der extrazellml@®@manen eine bedeutende Rolle fir die
zellulare Lokalisation von CEACAM1 spielt. Dabei wle CEACAM1-4L und CEACAM1-

4S prddominant an der Zellmembran detektiert, nmiere hOheren Intensitat an Zell-
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Zellkontakten. Ahnliche Ergebnisse wurden in Maithegizellen bereits von Sadekova et al.
beschrieben, jedoch lag der Fokus dieser Studigligd auf Gesamt-CEACAM1-L und -
CEACAML1-S (122). Hierbei ist ebenfalls zu beachtéass in Mauszellen zwei CEACAM1
Gene transkribiert werden, welche &@gacamlaund Ceacamlbbezeichnet werden. Von
diesen Maus-CEACAM1 Genen werden zudem durch atees Spleillen je vier
unterschiedliche Isoformen generiert. Diese Isofarnbesitzen entweder eine lange oder
kurze zytoplasmatische Domane, &hnlich wie im Mkas¢jedoch entweder vier oder zwei
extrazellulare Doméanen, was sich vom humanen Systearscheidet (106). In Hinblick auf
die Lokalisation von CEACAM1-3S und CEACAM1-3L z&gsich in den hier prasentierten
Farbungen eine abweichende Lokalisation. Beide avitgn wurden vor allem in
zytoplasmatischen Vesikeln detektiert, welche umn d&lukleus akkumulierten.
Doppelfarbungen mit Phalloidin ergaben, dass es rseakinlich einen aktiven,
zielgerichteten Transport dieser Vesikel zur Plaserabran gibt, welcher durch
Aktinfillamente vermittelt wird. Es wurde bereitedrhrieben, dass CEACAM1-L indirekt
und direkt mit F-Aktin (122) und Tropomyosin (13R}eragieren kann. Wie allerdings die
Rekrutierung der CEACAM1-3S positiven Vesikel zuellthembran erfolgt, bleibt offen.
Maoglicherweise koénnten Motorproteine, welche einiatrazellularen Transport solcher
Vesikeln vermitteln, daran beteiligt sein. Ahnlisle CEACAM1 wurde auch fiir Cadherine
beschrieben, dass diese Zelladh&sionsmolekile et dktin-Zytoskelett interagieren
kénnen (54). Fur VEvascular endotheligdCadherin ist bereits bekannt, dass dieses mit dem
Motorprotein Myosin-X interagiert (1). Eine Intetadn von CEACAM1 mit Myosin-X ist
ebenfalls denkbar, allerdings muss in weiterfiheenBxperimenten naher analysiert werden,
mit welchen Myosinen, den einzigen Aktin-assozéerMotorproteinen, CEACAM1 wirklich

interagiert.

Die Anzahl der extrazellularen Domanen hat nicht einen Einfluss auf die zellulare
Lokalisation der CEACAM1 Molekile, sondern auch aié¢ funktionellen Eigenschaften
dieser Proteine. In der vorliegenden Arbeit korgeeeigt werden, dass CEACAM1-4L und
CEACAM1-4S die Melanomzellmigration und —invasiairdern, wahrend CEACAM1-3L
nur eine leichte Erhohung der Migration, aber keisgnifikante Anderung der
Invasionsfahigkeit der Zellen hervorruft. Interegsaweise jedoch, verringert die Expression
von CEACAM1-3S signifikant die Melanomzellmotilitébies widerspricht dem bisherigen
Dogma, dass lediglich die zytoplasmatische Doman82;66;70) und die
Transmembrandoméane (101) fur die CEACAM1-vermiteltSignalweiterleitung

verantwortlich sind. So besitzen die Isoformen CEM1-4S und CEACAM1-3S homologe
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zytoplasmatische und transmembrane Doménen, uh&dsn sich allerdings in der Anzahl
ihrer extrazellularen Domanen. Ebrahimnejad et baschrieb fur CEACAM1-L einen
Motilitats-steigernden Effekt, welcher abhangig \aer L-Domane (Tyr488) ist, wohingegen
CEACAML1-S keinen Einfluss auf die Migrationsfahigkaustubte (32). Im Gegensatz dazu
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werdeagsdauch CEACAM1-4S einen Motilitats-
steigernden Effekt bewirkt. Die Kontrolle der vohrghimnejad et al. verwendeten Primer fur
die Synthese von CEACAM1-4S aus einem CEACAM1-4&shiid legt jedoch nah, dass das
so klonierte Konstrukt nicht dem CEACAM1-4S Tranpkrentspricht. Der verwendete
Leitstrangprimer beginnt erst ab Nukleotid 878 kledierenden Sequenz (32), was zur Folge
hat, das sowohl die N-Doméane (200 bp-559 bp) ath alie A1-Domane (560 bp-839 bp)
nicht mehr im Protein enthalten sind. Basierend dmif in dieser Publikation angegebenen
Informationen konnte nun vermutet werden, dass diehgezeigten Daten nicht auf das
Wildtyp CEACAM1-4S beziehen und somit Einflisse dmtrazellularen Doménen nicht
detektiert wurden. In diesem Zusammenhang mussfalseerwahnt werden, dass die N-
terminale Doméne, welche in dem von Ebrahimnejadletverwendeten CEACAM1-4S
Konstrukt nicht enthalten ist, fur digansInterkation und Aktivierung von CEACAM1
essentiell ist (73;160). Dies verdeutlicht ernedgss die biologische Bedeutung der

CEACAML1 extrazellularen Doméanen bisher nicht uméassgenug analysiert wurde.

Die Invasion von Tumorzellen ist ein dynamischenniplexer, sukzessiver Prozess bei dem
die proteolytische Degradierung von KomponenternBdexalmembran und der extrazellularen
Matrix essentiell sind (25). In Melanomzellen kaardereits gezeigt werden, dass MMP-9
und MMP-2 wichtig fur die Metastasierung sind (39;6Die hier gezeigten Analysen
verdeutlichen, dass ebenfalls Matrix-Metalloproggaan der Invasions-steigernden Wirkung
von CEACAM1-4L und CEACAM1-4S beteiligt sind. DaedZelllinie Ma-Mel-86a endogen
kein MMP-9 exprimiert ist es sehr wahrscheinlicassl MMP-2 eine wichtige Rolle fur diese
CEACAM1-4L und -4S vermittelten Prozesse spieltd@m konnte eine verstarkte Aktivitat
von MMP-2 in den CEACAM1-4L transfizierten Zellerm Vergleich zu den restlichen
Klonen nachgewiesen werden. Weiterhin flhrte diecBlerung von MMPs mittels
spezifischen Inhibitor Marimastat zu einer Inhibieg des Invasions-steigernden Effektes von
CEACAM1-4L und CEACAM1-4S.

Die Hauptursache fur melanomassoziierte Todesigtldie Metastasierung der Tumorzellen
wahrend der Tumorprogression (99). MMPs spielenbkiecine essentielle Rolle, indem sie

fur den Abbau der extrazellularen Matrix (EZM) vetmaortlich sind, welches den initiale
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Schritt fir die Invasion und Metastasierung von igren Zellen darstellt (126). Die
Metastasierung von Tumorzellen korreliert mit déhigkeit von Tumorzellen ohne Kontakt
zur EZM zu wachsenafchorage independent groyt(99). In Transplantationsversuchen
konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen, welche ledhere Matrixunabhangigkeit zeigen,
ein hoheres metastatisches Potential aufweisen923;Weiterhin zeigten bereits
verschiedene Studien, dass primare Zellen, welals®e Metastasen etabliert wurden, ein
hoheres Vermodgen unabhangig von der EZM bzw. valer@m Zellen zu wachsen aufweisen
als Zellen isoliert aus primaren Tumoren (109;149)1 Im Jahre 2009 konnte mittels
Genexpressionsanalysen gezeigt werden, dass erbetfieng zwischen dem metastatischen
Potential von Tumorzellen und der Fahigkaitvitro matrixunabhéangig zu wachsen existiert
(99). Kolonie-Formierungs-Experimente ergaben, da€&EACAMI1-4L transfizierte
Melanomzellen, welche auch ein hoheres Invasioespial gezeigt haben, gréRere Kolonien
im Softagar gebildet haben als die Kontrollzelleas auf eine erh6hte Tumorigenitét dieser
Zellen schlieRen lasst. CEACAM1-4S und CEACAM1-3@nkfektanten hingegen wiesen
ein verringertes Potential der Kolonienbildung a8b bilden CEACAM1-3S transfizierte
Zellen weniger Kolonien als die Kontrollzellen. detl unterscheiden sich die gebildeten
Kolonien nicht in ihrer Gré3e. Die Expression voiogenem CEACAM1-4S hingegen flhrte
nicht nur zu einer verringerten Anzahl an Kolongamdern auch zu einer geringeren Grol3er
dieser. Quantitative Expressionsanalysen der Mgtalteasen MMP-2 und MMP-14 haben
in Ubereinstimmung mit den Soft-Agar Kolonie-Assaggeben, dass die CEACAM1-4L
transfizierten Zellen eine hohere Expression di€seteasen aufwiesen. Zudem konnte eine
erhohte Aktivitat von MMP-2 mittels Zymographie hgewiesen werden. Vorangegangene
Arbeiten konnten zeigen, dass sowohl MMP-2 (9)alsh dessen Aktivator MMP-14 (74;75)
eine wichtige Rolle fiir das matrixunabhangige-Waatmsspielen. So wurde gezeigt, dass die
Expressionsstarken von MMP-14 mit der Aktivitat vbiMP-2 korreliert (126), was in
Ubereinstimmung mit den hier gezeigten Daten stéiMP-14 wurde in diesem Kontext
bereits als Schlusselenzym fir Invasion, Metastasge und Morphogenese beschrieben
(126). Neben den bereits erwahnten, biologischerkttanen von MMP-14, konnte auch eine
Interaktion zwischen Erkektra-cellular signal-regulated kinasend MMP-14 nachgewiesen
werden. Aullerdem wurden ebenfalls in verschiedesteien eine Verbindung zwischen
CEACAML1 und Erk nachgewiesen (130;137;163). Dies¢eD legen die Vermutung nahe,
dass CEACAM1-4L via Erk1/2 die Expression von MM#&+&guliert, was zum einen zu der
erhohten Aktivitat von MMP-2 fihren konnte und zamderen zu einer gesteigerten Invasion

und erhoéhten Fahigkeit matrixunabhangig zu wachgE26). Allerdings sind weitere
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Analysen essentiell, um diese Hypothese zu bestatigVeiterhin konnte eine erhdhte
Expression von ADAM10 in CEACAM1-4L transfizierteBellen detektiert werden. In
diesem Kontext wurde bereits nachgewiesen, dass ezimbhte ADAM10 Expression mit
einer verstarkten Fahigkeit der Zellen matrixunaighgi zu wachsen einhergeht und dass
ADAM10 verstarkt in Melanommetastasen exprimientda(81). Die hier prasentierten Daten
sind die erste Beschreibung, dass CEACAM1 einefoisespezifischen Einfluss auf das
matrixunabhangige Wachstum von Melanomzellen hathdpatozellularen Karzinomzellen
(HepG2) konnte ebenfalls eine CEACAM1-vermittelteluktion eines matrixunabhangigen
Wachstums nachgewiesen werden (61). Hokari et ahnie zeigen, dass endogenes
CEACAM1, von ihnen postuliert CEACAM1-4L, eine daaRolle in hepatozellularen
Karzinomzellen ausubt, so hat die Expression voACA&M1 einen inhibierenden Effekt auf
das matrixabhangige Wachstum jedoch einen steigaridfekt auf das matrixunabhéngige
Wachstum dieser Zellen (61).

6.3. CEACAML1 Isoform-spezifische Modulation der Immunogeitat von

Melanomzellen

Von Richard Blumberg und seiner Gruppe wurde 20%teils beschrieben, dass die
CEACAM1 Expression in Tumorzellen zu einer intréaéren Retention der NKG2D
Liganden fihrt und daher immunprotektiv wirkt (2Diese Beobachtung wurde sowohl in
Mauszelllinien als auch in humanen Kolon- und Ratadtarzinomzelllinien bestétigt (21). Des
Weiteren zeigte die Gruppe in dieser Arbeit, dass ithmunprotektive Effekt nur durch
CEACAML1-3L und CEACAM1-3S vermittelt wird, weshathe Autoren einen ITIM-Motiv-
unabhangigen Mechanismus postulieren. Weiterfuhrenade eine CEACAM1 stark-
positive und eine CEACAM1 schwach exprimierende avieinzelllinie verglichen, wobei
sich eine inverse Korrelation zwischen der CEACAMI der MICA/B Expression zeigte.
Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass NKG2Dandgn sehr heterogen in
Melanommetastasen exprimiert sind (114). Dies maebkt wahrscheinlich, dass die
Unterschiede in der MICA/B Expression nicht zwindesuf CEACAM1 zurickzufuhrend
sind. Aus diesem Grund wurden in der vorliegend&ndi® unterschiedliche CEACAM1
Isoformexpressionen und deren Einfluss auf die &gion von NK-Zellliganden in einer
Melanomzelllinie analysiert, welche aus Metastasi@anund desselben Patienten stammen. In
Ubereinstimmung mit Chen et al. (21), zeigte sigheenverse Korrelation zwischen der
MICA Expression und der von CEACAM1-4L. Wobei hmusatzlich noch gezeigt wurde,

dass die Expressionen von CD155 und CD112 in CEACAM transfizierten Zellen
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ebenfalls verringert sind. Da CEACAM1-4L die ho&sstbundanz in Melanomzellen zeigte,
ist es ebenfalls mdglich, dass die von Chen etgakeigten Beobachtungen in den
Melanomzellen sich auf CEACAM1-4L-vermittelte Effek zurtckfuhren lassen. Jedoch
konnte in den CEACAML1-4L transfizierten Zellen keiveranderung in der Sensitivitat
gegenuber der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat teletiert werden. Die hier gezeigten
Zytotoxizitatsexperimente wiesen jedoch eine holagianz auf. Diese Heterogenitat konnte
in den verwendeten NK-Zellen begrindet liegen. &iér hier durchgefiihrten Experimente
wurden NK-Zellen verwendet, welche aus gesundemd@pa isoliert wurden. Jedoch wurde
bereits gezeigt, dass NK-Zellen aus Melanompatieckerch einen veranderten Phanotyp
gekennzeichnet sind. Diese NK-Zellen zeigen eingingerte Expression von NKp46,

NKp30 und CD16 (91). Dies legt die Vermutung nahaass NK-Zellen aus

Melanompatienten starker von NKG2D Rezeptor-Signaehangig sein konnten, da die
Expression dieses Rezeptors nicht verandert isiteviien wurde gezeigt, dass NK-Zellen aus
Melanompatienten eine verstarkte CEACAM1 Expressauiweisen (91) und dass die
Interaktion von Melanomzell-CEACAM1 und NK-Zell-CEMM1 zu einer funktionellen

Inhibition der NK-Zellen fuhrt (92). Bertcksichtighan nun, dass CEACAM1 pradominant
auf der Zelloberflache lokalisiert ist, so konnfeekuliert werden, dass die CEACAM1-4L
Expression im malignen Melanom eine protektive Wintx gegentber der Patienten-NK-Zell-
vermittelten Zytolyse bewirken kénnte. Diese Veramg muss jedoch in weiterfihrenden

Experimenten noch umfassender analysiert werden.

Die dargelegten Ergebnisse verdeutlichen aul3erdémss CEACAM1-4L die MMP-
vermittelte, proteolytische Abspaltung von MICA ubdlBP2 in Melanomzellen erhdht. So
konnten die erhdhten Konzentrationen an l6slichefCM im Zellkulturiberstand der
CEACAM1-4L Transfektanten durch die Behandlung dellen mit dem Breitband MMP-
Inhibitor Marimastat auf das Niveau der Kontrolleal reduziert werden. Hierbei ist zu
erwahnen, dass losliche NKG2D Liganden eine klms&ignifikanz besitzen. So konnte
gezeigt werden, dass erhthte Konzentrationen atichHéa ULBP2 im Serum von
Melanompatienten mit einer schlechteren Prognossedi Patienten einhergeht (114).
Ebenfalls ist beschrieben, dass sowohl ULBP2 ath &dICA als I6sliche Form durch die
Aktivitat von Metalloproteasen freigesetzt werde@2;0124;158). Fur MICA konnte
nachgewiesen werden, dass MMP-14 diese protedigis&bspaltung unabhangig von
Disintegrinen, ADAMs und anderen Metalloproteasenmittelt (124). In der vorliegenden
Arbeit wurde ebenfalls gezeigt, das MMP-14 sowie RHY| dessen Aktivitat durch MMP-14

reguliert wird (33;110), verstarkt in den CEACAML-4ransfizierten Zellen exprimiert
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werden. Dies deutet darauf hin, dass CEACAM1-4LMMP-14 die Freisetzung von MICA
vermittelt. Weiterfihrende Studien sind jedoch g6tim den Regulationsmechanismus von
MMP-14 besser zu verstehen.

Die kurzeste CEACAML1 Isoform, CEACAM1-3S, fuhrte einem kontraren Effekt. In den
CEACAML1-3S transfizierten Ma-Mel-86a Zellen wurdee erhéhte Expression von MICA,
ULBP2 und CD155 detektiert, welche ebenfalls miteei erhohten NK-Zell-vermittelten
Zytolyse dieser Zellen korrelierten. Interessangs® konnte im Rahmen dieser Arbeit
erstmals gezeigt werden, dass CEACAM1 einen Eisflusf die Expression von DNAM-1
Liganden (CD115 und CD112) ausubt. Weiterhin konntér mittels des Zellliniensystems
Ma-Mel-48a zeigen, dass auch endogenes CEACAM1i8Sed Effekt auf MICA ausibt.
Chen et al. zeigten jedoch, dass die CEACAM1-3Sré&sgion in Kolonkarzinomzellen zu
einer verringerten MICA Expression fihrt (21). Diesrdeutlicht erneut die stark Zelltyp-
spezifische Funktionalitat von CEACAM1. Im Kolonkarom fungiert CEACAM1 als
Tumorsupressor (108) wahrend im Melanom die CEACAMdo-Expression mit der
Tumorprogression korreliert (152). Basierend awdsdn Erkenntnissen ware es durchaus
denkbar, dass CEACAM1-3S in Melanomzellen eineresgtd Effekt auf die Immunogenitat
als in Kolonkarzinomzellen ausibt. Jedoch sind zuieweitere, vergleichende Studien
notwendig. Der Immunogenitats-steigernde und Maétdiverringernde Effekt von
CEACAML1-3S in Verbindung mit der verringerten Tungenitat kdnnte, zumindest in
Teilen, das verlangerte Gesamtiberleben von Melpatenten, deren Tumore eine
CEACAML1-3S Expression aufweisen, erklaren.

Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arlebienso gezeigt werden, dass die
Antikorper-vermittelte Blockade von CEACAML1 exprieni auf IL-2 aktivierten NK-Zellen,
zu einer erhohten Lyse der CEACAM1-3S Zellen filies steht in Ubereinstimmung zu
einer von Markel et al. publizierten Arbeit, in derin vitro undin vivo zeigt, dass die
Blockade der CEACAMIrans-Interaktion zwischen Melanomzell-CEACAM1 und T Eel
CEACAML1 zu einer erhéhten, Antigen-restriktiven &nkiung und Lyse der Melanomzellen
fuhrt (113). Dies verdeutlicht, dass CEACAML1 eirlversprechendes Ziel fir anti-Melanom
Therapien darstellt. Die in dieser Arbeit gezeig@aten beweisen jedoch ebenfalls, wie
wichtig es ist den Einfluss der einzelnen CEACAMbfbrmen besser zu verstehen, um die

Sicherheit und Effizienz eines CEACAM1-basiertereiidpieansatzes zu gewahrleisten.
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7. Zusammenfassung

Das maligne Melanom beruht auf der Entartung vgmiéntzellen (Melanozyten) in der Haut
und stellt die aggressivste Form aller Hauttumare Bas hohe Metastasierungspotential von
Melanomzellen bestimmt hierbei die hohe Anzahl alamomassoziierten Todesféllen. Die
Deregulierung von Zelladhasionsmolekilen nimmt beerine entscheidende Rolle ein. So
konnte gezeigt werden, dass die neo-ExpressiorZdiadhasionsmolekils CEACAML1 in
Melanomzellen mit einer gesteigerten Motilitdt @esinhergeht und folglich mit einer
schlechteren Prognose fur Melanompatienten im fri&&adium (I und 1) korreliert. Da
CEACAML1 nicht auf Melanozyten, jedoch auf ~80 YeaMelanomzellen exprimiert ist, gibt
es neue Ansatze fur CEACAM1-basierte Immuntheragimnhumanen System werden vier
CEACAM1 Splei3varianten exprimiert, wobei keine wasdgenden Studien durchgeflhrt
wurden, welche sich mit der klinischen und biolegsn Bedeutung dieser Spleil3varianten
befassen. Es ist bekannt, dass die Isoformen CEACANM CEACAM1-4S, CEACAM1-3L
und CEACAML1-3S durch alternatives Splei3en genewerden, diese unterscheiden sich in
der Anzahl ihrer extrazellularen Domé&nen und dergedihrer zytoplasmatischen Doménen.

In der vorliegenden Doktorarbeit konnte erstmalzeggt werden, dass alle vier CEACAM1
Spleivarianten sowohl in Melanomzelllinien als faum Melanombiopsien exprimiert
werden. Dabei korreliert die Expression der CEACABI1soformen signifikant mit dem
klinischen Stadium der Melanompatienten. Zudem leiggeh eine Korrelation zwischen der
CEACAM1-3S Expression in Melanomen und einem sigaift verlangerten
Gesamtlberleben von Melanompatienten. Experimeitt€ BEACAM1 Isoform-spezifischen
Transfektanten lassen vermuten, dass das verléngdrérleben dieser Patienten in einer
verringerten Motilitdt und einer erhohten Immunaggnder CEACAM1-3S exprimierenden
Melanomzellen begriindet ist. In der hier prasetareArbeit zeigte sich, dass CEACAM1-3S
die Migrations- und Invasionsfahigkeit von Melanaten und die Fahigkeit
matrixunabhangig zu wachsen vermindert. Zudem loreihe Korrelation zwischen der
CEACAML1-3S Expression und der Oberflachenexpressmm MICA, ULBP2 und CD155
festgestellt werden. Bei diesen Molekilen handelsien um Liganden flr die aktivierenden
NK-Zellrezeptoren NKG2D bzw. DNAM-1. Die erh6hte jiiession dieser Liganden ging mit
einer erhohten NK-Zell-vermittelten Zytolyse der MAEAM1-3S-exprimierenden
Melanomzellen einher. Weiterhin ergaben die Analysder restlichen Isoformen
antagonistische Effekte. Fur die CEACAM1-4 Isofomi@nnten motilitatssteigernde Effekte
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nachgewiesen werden, welche bei CEACAM1-4L wahrisdich auf die gesteigerte Aktivitat
der Metalloproteinase MMP-2 zurlckzufiihren sindrnee fuhrte die Expression von
CEACAM1-4L zu einer gesteigerten MMP-14-vermittaltéreisetzung von MICA und einer
daraus resultierenden Verringerung der Oberflacktimession dieses NKG2D Liganden.

Immunfluoreszenzanalysen wiesen eine Isoform-sigebé Lokalisation der CEACAM1
Spleivarianten nach. Es zeigte sich, dass die G&8AIG4 Varianten vor allem auf der
Zelloberflache lokalisiert sind, wahrend die CEACAM Varianten hauptséachlich in
zytoplasmatischen, vesikularen Strukturen detdlvarden.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte ich erstmalgen, dass die CEACAM1 Isoformen
sowohl klinisch als auch biologisch antagonistisEffekte in Melanomzellen ausuiben, wobei
ich weiterhin zeigen konnte, dass entgegen vorberignnahmen, die Anzahl der
extrazellularen Domanen regulatorische Einflissef a@ie Signalweiterleitung von

CEACAM1 haben. Die Ergebnisse dieser Arbeit tragessentlich zu einem besseren
Verstandnis Uber die Funktion der unterschiedlicBEACAML1 Spleildvarianten bei, welches
essentiell ist, um die Sicherheit und Effizienz voeuen, potentiellen CEACAMI1-

basierenden Therapieansatzen zu gewahrleisten.
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8. Summary

Malignant Melanoma is the most aggressive skin eamdich arises from pigmented cells
(melanocytes) located in the skin. Deregulatiorcadf adhesion molecules, like CEACAM1,
has been shown to be essential for metastatic phealeading course of death. It has been
shown that expression of the cell adhesion moleCHACAM1 enhances the melanoma cell
motility and correlates with the development of as¢atic disease. CEACAML is not
expressed by melanocytes but in the majority ofredlanoma. Thus, novel CEACAML1 anti-
melanoma therapies are currently being investigatesur different splice variants of
CEACAM1 have been shown to be expressed in humasudi Nevertheless no
comprehensive studies exist, analyzing the clingzad biological role of these isoforms so
far. The CEACAM1-4L, CEACAM1-4S, CEACAM1-3L and CEMM1-3S isoforms are
generated by alternative splicing of CEACAML1, wlaer¢hese isoforms differ in number of

their extracellular domains and length of theiropyasmic domain.

This study shows for the first time that all fouERCAM1 isoforms are expressed in
malignant melanoma, whereby the expression of BACAM1-3S variant correlates with
patient clinical stage and results in prolongedepatoverall survival. Analyses of specific
CEACAML1 isoform transfectants implicated that thelpnged overall survival could be
caused by reduced cell motility and enhanced immgenizity of CEACAM1-3S expressing
melanoma cells. This study shows for the first timet CEACAM1-3S reduces the migratory
and invasive capacity but also inhibit the ancheraglependent growth of melanoma cells.
Furthermore, CEACAM1-3S increases the surface aespya of MICA, ULBP2 and CD155,
all ligands for the activating NK cell receptors S8ED and DNAM-1. As a consequence
thereof an increased NK cell-mediated lysis of CBAM1-3S transfected melanoma cells
could be detected. Furthermore, analyses of thaireng CEACAML1 isoforms showed that
CEACAML1 splice variants act in an antagonistic fash| could show that CEACAM1-4L
and CEACAM1-4S enhances the migratory and invasapacity, whereby this was probably
mediated by enhanced MMP-2 activities, shown atlea CEACAM1-4L. Furthermore, the
presented data indicate that CEACAM1-4L downre@glatell surface levels of the NKG2D
ligands MICA and ULBP2 by enhanced shedding, theprbmoting malignant phenotype.

Immunofluorescence analysis revealed an isoformcispe cellular localization for
CEACAML1 splice variants. Here, it was shown thatACAM1-4L and CEACAM1-4S is
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predominately localized at the cell surface, whtd& ACAM1-3 isoforms were mainly

detected in vesicular-like structures, accumulatedind the nucleus.

The presented study shows for the first time tHBACAML1 isoforms have different, in parts
antagonistic, clinical and biological functionsnmalignant melanoma. Herein, it was shown
that the extracellular domains of CEACAML1 have aadmpact on the signal transduction of
CEACAML.This study significantly contributed to @tber understanding of the functional
relevance of the different CEACAML isoforms in medana, which is essential to ensure the

safety and efficiency of novel CEACAM1-based anglamoma immunotherapies.
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